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~ Lors de sa réunion d’octobre 1924, le Comité d’Hygiéne de 
la Société des Nations a décidé d’instituer, sous la présidence 
du Dt Tsurumi, une Commission dans le but: 

4° D’étudier les méthodes mises en pratique dans les divers 
laboratoires pour mesurer l’activilé des tuberculines ; 

2° De comparer les résultats qu’elles fournissent ; 

3° D’établir si, en l’état actuel de nos connaissances, il est 
possible de recommander le choix de l'une d’elles comme 
méthode de standardisation ou de titrage. 

Pour lui permettre de remplir sa lache, cette Commission 
nous a priés d’entreprendre les expériences que nous estime- 
rions utiles et de lui en faire connaitre les conclusions. C’est 
_ Pobjet essentiel du présent travail. 

Il était entendu gue nous devions limiter notre enquéte et 
nos recherches & la viele tuberculine (O. 'T.) ou tuberculine 
brute de Robert Koch. 

Nous avons tout d’abord rédigé un questionnaire dont on 


«.trouyera ci-aprés le texte (Annexe A.) et que la Section 
aad d’Hygiéne de la Société des Nations s’est chargée d’adresser 


- aux laboratoires officiellement connus comme préparant des 


23 


~ 
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tuberculines pour l'usage vélérinaire (Annexe B.). Leurs obli- 
geantes réponses nous ont été aussitét transmises et nous com- 
mencerons par en résumer briévement la substance. 


A. — Préparation de la tuberculine (0. T.). 


1° Races DE BACILLES uTILIsts. — Ce choix a une grande 
importance, car l’activité d’une tuberculine dépend en partie de 
l’origine des souches microbiennes employées et, bien que la 
fonction tuberculinique ne soit pas toujours en rapport étroit 
avec la virulence, il semble que les bacilles avirulents ou peu 
virulents soient de médiocres producteurs de tuberculine. 

La plupart des Instituts utilisent des mélanges de cultures de 
bacilles bovins et de bacilles humains. Toutefois, ceux qui ne 
préparent que des tuberculines destinées 4 la médecine vétéri- 
naire se servent exclusivement de bacilles bovins, et quelques 
autres préparent, en partant de souches de tuberculose 
humaine, des tuberculines réservées 4 lusage humain. 

Les cultures aviaires sont habituellement écartées, sauf pour 
Yobtention de tuberculines aviaires ou mixtes qui servent a 
déceler la tuberculose aviaire chez les oiseaux de basse-cour ou 
chez certains mammiféres susceptibles d’étre infectés par le 
bacille aviaire, tels que le cheval, le porc. 

L’expérience déja ancienne des réactions tuberculiniques 
montre que, chez homme, et particuliérement chez les jeunes 
enfants, les tuberculines humaines et bovines donnent des 
résultats sensiblement équivalents. Il est donc recommandable 
dutiliser, pour la préparation de la tuberculine destinée a 
Vusage humain, des mélanges en parties égales de cultures 
d’origine humaine et d’origine bovine. 


2° ComPosiTION DU MILIEU DECULTURE. Son pH intr1aL. — Quelques 
Instituts sont restés fidéles au milieu de culture primitivement 
employé par Robert Koch (bouillon de boeuf légarement alca- 
linisé, contenant 10 grammes de peptone et 40 4 50 grammes 
de glycérine par litre). Mais cette composition a été notable- 
ment modifiée par beaucoup d’autres, dans le but d’obtenir des 
cultures plus riches et plus rapides. 
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Les uns ont adopté le bouillon de veau additionnéde 4 p, 100 
de peptone, de 0,5 p. 100 de NaCl et de4 ou 5 p. 100 de glycé- 
rine avec un pH initial allant de 7a 7,8. 

D’autres (O¢dawa) ajoutent 1 p. 100 de glucose & une simple 
infusion de viande de boeuf ou de veau peptonée et glycérinée, 
ayant un pH de 8. 

Le laboratowe bactériologique de l’Etat, a Stockholm, | 
emploie un bouillon contenant 3 p. 1.000 de NaCl, 10 p. 1.000 
de peptone, 30 p. 1.000 de glycérine et 4 p. 1.000 de phosphate 
de sodium, avec un pH de 6,7 a 6,9. 

Lilnstitut séruthérapique d'Ivanovice se sert de bouillon de 
beeuf glycériné a 9 p. 100 avec un pH de 7,2 87,5. A l'Institut 
d' Hygiene expérimentale de Montevideo, on fait macérer pen- 
dant vingt-quatre heures, dans le bouillon de beeuf peptoné et 
glycériné, des pommes de terre hachées. 

La viande de cheval est préférée par les Behringswerke de 
Marburg (1 kilogramme pour 4 kilogrammes d’eau, 3 p. 100 de 
glycérine, 0,5 de NaClet 1 p. 100 de peptone; le pH est de 7,14 
7,2), et aussi par le Lister Institute de Londres, qui lui fait subir 
une digestion trypsique préalable (pH: 7,8). 

KEnfin chez Merck, 3 Darmstadt, on prépare un bouillon de 
pH: 6,6 avec de l’extrait de viande, et le laboratoire Bruschettint, 
de Génes, utilise, oulre le bouillon de viande glycériné, un 
milieu a l’ceuf analogue & celui de Besredka. 

Il est fort difficile de porter 'un jugement sur l’opporiunité de 
toutes ces variantes. La plupart ne paraissent pas justifiées. 
Nous sommes nettement d’avis que le milieu le plus favorable 
au développement rapide des voiles et & la production de la 
tuberculine est le bouillon de veau additionné de 1 p. 100 de 
peptone, 0,5 p. 100 de NaCl, 5 p. 100 de glycérine et ayant, 
avant stérilisation, un pH de 7,2. Certains milieux synthé- 
tiques, principalement celui de Sauton, sont excellents pour 
Vobtention de cultures abondantes en corps microbiens, mais 
ils fournissent constamment une tuberculine moins active que 
~ les bouillons de viande peptonés. 


3° Aer pgs cutrures. — La durée du séjour des cullures dans 
-une étuve bien réglée & 38° C. exerce une influence manifeste 
‘sur leur richesse en tuberculine. Tous les laboratoires sont 
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d’accord pour admettre qu'elle ne doit pas étre de moins de 
quatre semaines. Le plus grand nombre la prolonge jusqu’a six 
a huit semaines. Quelques-uns (Kharkoff, Ottawa, Bucarest, 
Ivanovice) jusqu’a douze et méme vingt-quatre semaines (Bur- 
rough et Wellcome, Merck, Behringswerke). 11 ne semble pas 
que cette longue incubation augmente sensiblement la richesse 
des cultures en principes aclifs. 


4° MobDE DE STERILISATION DES CULTURES. — Avant d’étre mises 
eu ceuvyre pour la préparation des tuberculines, les cultures sont 
généralement tuées par trente & soixante minutes de chauffage 
a 100°. Dans certains Instituts (Aztasato), on préfére ne pas 
dépasser la température de 90° ou méme de 80° maintenue 
pendant plusieurs heures (Leewwarden). D’autres ne craignent 
pas de prolonger le chauffage jusqu’a trois heures & 104° (Ins¢7- 
tut sérothérapeutique de Vienne, d’ Ottawa). Quelques-uns sup- 
priment complétement le chauffage (Evan Sons, Lescher et 
Webb, Institut Oswaldo Cruz, Stockholm, laboratoire WY’ele- 
minsky) et filtrent directement sur bougies Berkefeld. 


5° MobEs DE FILTRATION ET DE CONCENTRATION. — Beaucoup de 
laboratoires (17 sur 34) procédent d’abord a la concentration 
des cultures par évaporation au bain-marie jusqu’a réduction a 
4/10 de leur volume primitif. Celles-ci sont ensuite fillrées, 
soit sur papier, soit sur bougies, soit en premier lieu sur 
papier, puis sur bougies. 

Certains préférent fiilrer avant de procéder & la concentra- 
tion (Ottawa, Graz, Rotterdam, Prague, Cracovie, Stockholm, 
Bruschettint, Duncan, Lister, Wellcome’. 

La filtration est, le plus souvent (25 sur 34), effectuée sur 
papier. Trois Instituts emptoient exclusivement les bougies 
Chamberland, Berkefeld ou Mandler. Au laboratoire du Com- 
monwealth, de Melbourne, on utilise le filtre type Buchner, 


constilué par deux couches de papier-filtre, une couche d’ouate ° 


et deux autres couches de papier-filtre. 

A Bucarest, les cultures ne sont ni filtrées, ni concentrées, 
mais seulement décantées aprés sédimentation prolongée pen- 
dant quinze & vingt jours, puis mises immédiatement en 
ampoules. . 
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La technique qui consiste 4 évaporer sans trop de hate les 
cullures au bain-marie aux environs de 100° pour favoriser au 
maximum l’extraction des endoloxines bacillaires par la con- 
centration progressive de la glycérine, puis & filtrer simple- 
ment sur papier épais (papier Chardin), nous parait incontesta- 
blement la meilleure. 


6° MopES DE CONSERVATION DES TUBERCULINES CONCENTREES. — 
Les produits bruts obtenus aprés concentration et filtration 
sont ordinairement emmagasinés ou délivrés immédiatement 
sans qu'il soit nécessaire de les stériliser de nouveau. Cepen- 
dant, quelques Inslituts préférent leur faire subir, apres réparti- 
tion en ampoules, un chauffage & 60° (Stockholm), a 100° 
(Ottawa), ou méme a 110-120° (Ivanovice). Chez le professeur 
Kitasato, a Tokio, le liquide filtré est aussitot additionné de 
0,5 p. 100 d’acide phénique. 


7° FormEs SOUS LESQUELLES LES TUBERCULINES SONT DELIVREES. — 

Dans les laboratoires ot les tuberculines sont préparées avec 
des mélanges de cultures bovines et humaines, ces mélanges 
sont généralement effectués aprés concentration et en propor- 
tions tres variables : tantot 2/3 de cultures d'origine humaine 
pour 1/3 de bovine (Behringswerke, de Marbourg); tantdt 3/4 
de bovine et 1/4 d’ humaine (Institut Pasteur de Paris). 

Le plus souvent, les tuberculines sont délivrées sur la 
demande des médecins et des vétérinaires, soit sous la forme 
brute, concentrée, soit diluées et prétes 4 usage. Le taux de la 
dilution, habituellement faite dans l’eau phéniquée a 0,5 p. 100, 
est variable; celle de 1 partie de tuberculine pour 9 d’eau phé- 
niquée est la plus communément demandée. Mais, pour l’usage 
médical, beaucoup d’Instituts préparent aussi des dilutions 
_ allant de 1/10 4 1/100.000. 

Au laboratoire d’Ottawa, la dilution des tuberculines 
délivrées aux vétérinaires est basée sur la valeur de l’Unié 
active de la tuberculine brute. C’est une mesure sur laquelle 
_ nous reviendrons plus loin. 

. En effectuant notre enquéte, nous avions demandé qu’on 
‘veuille bien nous fournir quelques renseignements sur les 
diverses: préparations dérivées des cultures de bacilles tuber- 
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culeux ou de la tuberculine ancienne de Robert Koch, qui sont 
délivrées ou mises en vente par les Institults officiels ou privés 
des différents pays. Le nombre de ces préparations — (beau- 
coup sont des spécialités pharmaceutiques qui n’ont qu'un 
intérét commercial et dont les détails de fabrication restent 
plus ou moins secrets) — est trés considérable. Leur étude 
n’entre pas dans le cadre de ce travail. 

Nous nous bornerons & rappeler les efforts qui ont été faits 
en vue, d'une part, d’isoler de la tuberculine brute les sub- 
stances actives comme antigénes tuberculeux, susceptibles de 
provoquer dans les organismes Ja formation d’anticorps spéci- 
fiques et, d’autre part, d’en écarter les antigénes parasites 
(albumoses, peptones, etc.) dont les effets peuvent étre plus ou 
moins nuisibles ou génants. 

Pour séparer ces deux ordres de substances, on a cherché 
soit & purifier la tuberculine brute par divers procédés de pré- 
cipitation, soit & obtenir d’emblée, par la culture du bacille sur 
milieux synthétiques, une tuberculine ne contenant ni albu- 
moses, ni peptones. 

Ces tuberculines offrent, pour certains usages médicaux, et 
principalement pour le traitement des tuberculeux, des avan- 
tages dont on ne saurait conlester l’importance. Outre que 
leur toxicité est beaucoup moindre, elles sont mieux tolérées 
et, partant, plus maniables. 

La mesure de leur activilé et leur contréle peuvent étre 
effectués par les mémes techniques que celles qui sont 
employées pour la vieille tuberculine et dont nous allons 
maintenant aborder étude. 


B. — Détermination expérimentale de I’activité 
des tuberculines. Méthode initiale allemande. 


L’activité des tuberculines étant essentiellement variable 
suivant leur mode de préparation, l’origine des bacilles dont 
elles proviennent, la virulence de ceux-ci, la composition du 
milieu qui sert & les cultiver, etc., presque tous les laboratoires 
producteurs ont jugé indispensable de la mesurer. Quelques- 
uns cependant s’en abstiennent, estimant que les méthodes 
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actuellement en usage sont d’une application difficile et ne 
fournissent pas d’indications précises. 

La législation de plusieurs pays a cependant imposé I’obli- 
gation de ce titrage. Tel est le cas pour I Allemagne, le Brésil, 
la France, l'Italie, le Japon, la Tehéco-Slovaquie. Partout 
ailleurs, il n’existe aucun contréle autre que celui exercé par les 
fabricants eux-mémes. 

Il est généralement effectué, — sauf quelques variantes, — 
suivant la technique anciennement adoptée au laboratoire de 
Robert Koch, modifiée en 1905 par Otto et mise réguliérement 
en cuvre par ce dernier 4 l'Institut de Médecine expérimentale 
de Francfort. Elle consiste & prendre un certain nombre de 
cobayes de méme poids (350 & 400 grammes), sous la peau ou 
dans le péritoine desquels on injecte une quantité déterminée 
(5 milligrammes par exemple, soit 200 millions de bacilles) 
d'une culture de deux A trois semaines, bien émulsionnée 
dans l’eau physitologique. A la fin de la troisiéme ou de la 
quatriéme semaine, suivant que l’inoculation virulente a été 
faite dans le péritoine ow sous la peau, on s’assure, par l'au- 
topsie de quelques cobayes, que la tuberculose s’est bien déve- 
loppée et, dans l’affirmative, on en éprouve 2 & 4 autres par 
injection sous-cutanée de 0 c. c. 25 a 0c. c. 30 d’une bonne 
tuberculine servant d’étalon (Standard). Ces doses doivent 
entrainer la mort en moins de vingt-quatre heures avec les 
lésions caractéristiques de |’intoxication tuberculinique. Si 
cette épreuve donne des résultats positifs, c'est que la tubercu- 
lisation des cobayes est assez avancée et l’on peut alors 
employer tous les animaux du méme lot en inoculant 4 chacun 
d’eux des quantités variables (inférieures et supérieures a 
0 c. c. 25) des préparations de tuberculines dont on veut com- 
parer la toxicité & celle de la tuberculine choisie comme 
étalon. 

Toute tuberculine qui ne tue pas le cobaye tuberculeux en 
moins de vingt-quatre heures & la dose de 0 c. c. 25 est consi- 

dérée comme insuffisamment active. 

Cette méthode donne en général des résultats satisfaisants, 
mais il faut reconnaitre qu’elle a l'inconvénient d’étre coiteuse 
 patce qu’elle nécessite, pour chaque échantillon, le sacrifice 
_ d’un assez grand nombre de cobayes. II n’est pas stir, en outre, 
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que les renseignements qu’elle fournit soient valables pour 
les autres espdces animales, en particulier pour l'homme. 

C’est pourquoi plusieurs Instituls se refusent a l’employer et 
préferent s’en rapporter aux essais faits directement par les 
vétérinaires sur les bovins, ou par les médecins dans les ser- 
vices hospitaliers. 

Le laboratoire vétérinaire d’Ottawa a récemment adopté 
pour ses litrages un procédé basé sur la réaction de fixation 
du complément, de Bordet-Gengou. Nous y reviendrons plus 
loin. 

Outre les recherches effectuées pour l’évaluation de leur 
toxicité spécifique, les tuberculines sont parfois soumises 4 des 
épreuves complémentaires destinées & garantir leur stérilité. 
A cet effet, on les ensemence sur les milieux usuels de culture, 
en aérobiose et en anaérobiose, et on en injecte une quantilé 
variable & des cobayes non tuberculeux pour s’assurer qu’elles 
ne renferment aucune substance nuisible 4 l’animal sain. 

On trouvera, en annexe de ce rapport (Anneze C), un 
tableau résumant les réponses fournies par chacun des 
Instituts producteurs de tuberculine auxquels s’es adressée 
notre enquéte. 


C. — Méthodes de titrage étudiées par divers expérimentateurs 
et par les experts de la Commission. 


Parmi les diverses méthodes qui ont été proposées pour le 
titrage des tuberculines, nous retiendrons seulement les sui- 
vantes : 

4° La méthode de précipitation, de G. Dreyer et R. L. 
Wollum ; 

2° La méthode de titrage par la réaction de fixation du com- 
plément, de EK. A. Walson et L. M. Heat, d’Oltawa; 

3° La méthode de F. R. Long (Spermatocyt-tuberculin-réac- 
tion) ; é 

4° La méthode de von Lingelsheim-Borrel ; 

5° Les procédés d’épreuves par cuti- ou intradermo-réac- 
tions. 
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I. — MérHope be preciprration pe G. Dreyer 


et R. L. Wo ttum. 


Grace a l’obligeance du professeur G. Dreyer, l’un de nous a 
pu étudier, & Oxford, la technique de cette méthode dont on 
peut lire une description trés compléte dans un article publié 
par The Lancet, le 15 novembre 1924. 

Déja en 1909, A. Calmette et L. Massol avaient préparé un 
sérum de bovidé tuberculeux enrichi-en anticorps par des 
injections répétées de tuberculine, et ils avaient cherché & 
utiliser ce sérum pour déceler les traces de tuberculine dans 
le lait et dans les diverses humeurs des sujets tuberculeux. 
Les résultats de leurs expériences n’ayant pas été favorables, ils 
durent reconnaitre que les tuberculines constituent de trés 
mauvais antigénes, ce qui fut confirmé dans la suite par 
d'autres auteurs et, tout récemment encore, par les recherches 
de A. Boquet et L. Negre (1). 

C’est pourquoi G. Dreyer et L. Wollum, reprenant la méme 
idée, se sont adressés, pour l’obtention d’un sérum précipitant, 
a des chevaux inoculés par voie intraveineuse avec des doses 
progressivement croissantes de bacilles dégraissés par l’acé- 
tone, puis formolés (vaccin diaplyte). En trois mois environ, 
les chevaux recevaient ainsi de 0 milligr. 1 4 225 milligrammes 
de bacilles. Leur sérum devenait alors fortement précipitant 
pour les hacilles dégraissés soumis 4 la digestion trypsique, et 
aussi pour la vieille tuberculine. Il ne donnait aucune flocula- 
tion avec la malléine, ni.avec la toxine diphtérique. C’est ce 
sérum que les auteurs utilisent, en méme temps qu'une stan- 
dard-tuberculine provenant de l'Institut de Médecine expéri- 
mentale de Francfort-sur-Mein, pour le titrage des tubercu- 

‘lines. . 

On prépare d’abord des dilutions de celles-ci 41 p. 100, 
1 p. 300, 1 p. 900, 1 p. 2.700, 1 p. 8.100. 

Dans une série de tubes de faible diamétre on introduit, avec 
-un compte-goutles de Dreyer, V gouttes du sérum précipitant 


7 dilué au-quart, puis, successivement, dans chacun des tubes, 


(1) Ges Annales, 40, janvier 1926. 


362 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


V, VI, VIII, X et XII gouttes de chacune des dilutions de 
tuberculine. On complete partout au volume de XX gouttes par 
addition de X, IX, VII, V et III gouttes d’eau salée physiolo- 
gique & 9 p. 1.000. On agite légerement et on porte les tubes 
au bain-marie & 37° en les immergeant jusqu’aux deux tiers de 
la colonne liquide. Les tuberculines moyennement actives 
fournissent ordinairement un précipilé a 4 p. 900 aprés neuf 
heures, temps auquel doit étre effectuée la lecture. 

L’intensité de la précipitation est indiquée par les termes : 

T : précipitation massive totale ; 

S : précipitation visible a l’ceil nu (Standard) ; 

Tr : précipitation visible seulement & la loupe (trace); 

O : pas de précipité. 

Pour les précipitations intermédiaires & ces divers taux, on 
note :‘T-+- ou T—, S+ ou S—, ete. 

La lecture étant faite avec ces indications, il s’agit mainte- 
nant de les transposer en Unités Standard, lunité de compa- 
raison étant fournie par la tuberculine standard de Francfort, & 
laquelle on donne conventionnellement la valeur de 700 unités 
par centimétre cube. Le caleul du nombre d’unités est déduit 
des dilutions de tuberculine qui ont fourni un précipité entre 
S et Zr. On prend la moyenne des deux résultats. 

Pour une détermination exacte, il est recommandé de faire 
5 titrages et de prendre la moyenne des résultats chaque fois 
en présence de tuberculine standard. 

L’appréciation du degré de floculation de certaines séries de 
dilutions est parfois difficile; aussi est-il utile de se servir, 
pour la lecture, de l’éclairage artificiel sur fond noir. I est 
nécessaire aussi de prendre certaines précautions : 

a) Le sérum précipitant doit étre clair, stérile, non chau/ffé. 
On peut le diluer au quart; 

6) Aucun des réactifs (sérum ou tuberculines) ne doit conte- 
nir d'antiseptiques ; 

c) Les tubes doivent étre du méme calibre et trés propres ; 

d) Le bain-marie 4 37° doit étre ouvert & l'air libre. 

Il ne semble pas que les variations de la teneur de la tuber- 
culine en peptones, en sels ou en glycérine, exercent une 
influence sur la réaction. 


Quoi qu'il en soit des résultats tres favorables indiqués par 
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les auteurs de cette méthode, celle-ci est passible de nom- 
breuses critiques. D’abord, il est difficile d’obtenir de bons 
sérums précipitants, la valeur de ceux que fournit un méme 
animal étant extrémement variable d’une saignée & |’autre. 
Ensuite, la plupart des tuberculines qu’on peut avoir & titrer 
sont additionnées d’antiseptiques, ce qui rend leur titrage 
impossible. 

Knfin — objection plus grave — cette réaction n'est pas 
absolument spécifique, car il suffit souvent de diluer le sérum 
pour que celui-ci flocule et on peut obtenir un précipité pres- 
que aussi abondant en substituant 4 la tuberculine des extraits 
concentrés de bacilles paratuberculeux. 

Tout cela explique pourquoi la méthode de titrage par pré- 
cipitation a été abandonnée ou est généralement écartée. Nous 
ne pensons pas que son élégance puisse compenser ses 
mulliples inconvénients et quil y ait lieu d’en recommander 
Vadoption pour le contrdle officiel des tuberculines. 


Il. — Mé&THODE DE TITRAGE PAR LA REACTION DE FIXATION 
DU COMPLEMENT. 


Des essais de titrage des tuberculines par cette méthode 
basée sur la réaction de Bordet-Gengou ont élé entrepris en 
1912 aux laboratoires Burroughs et Wellcome, a Londres, et, 
un peu plus tard, a l'Institut Kitasato, a Tokio. Us fournirent 
des résultats si médiocres qu’on dit bientdt les abandonner. 

En 1924, & la suite de nouvelles et laborieuses recherches 
effectuées au laboratoire d’Ottawa (Canada), E. A. Watson et 
L. M. Heath publiérent un mémoire (1) dans lequel ils préco- 
nisent ’emploi d’une technique dont ils se déclarent parfaite- 
ment satisfaits. 

Elle consiste & délerminer in vitro la valeur antigéne des 
tuberculines en présence d'un sérum riche en anticorps spéci- 
fique. Celui-ci s’obtient assez facilement en inoculant par voie 
intraveineuse & un cheval ou & un beuf indemne, ne réagis- 
sant. pas a la tuberculine, d’abord 1 milligramme, puis, qua- 


E hones jours plus tard, 2 milligram mes d’une culture de bacilles 


(1), Journal of the Aniericwn Velerinary peeclioal Association, 66, n° 1, octobre 
MO 
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tuberculeux virulents. Le trente-cinquiéme jour aprés la pre- 
miére inoculation, le sérum du cheval fournissait une réaction 
de fixation positive & la dose de 0. ¢.c. 02: et celui du boeuf & la 
dose de 0c. c. 033. Le premier contenait done 50 unités par 
centimétre cube et le second 30. 

Le cheval seul recut alors une nouvelle inoculation de 3 mil- 
ligrammes de bacilles virulents (ce fut la derniére). Sept a 
quatorze jours aprés, pendant la septisme semaine de l’expé- 
rience, le maximum de la courbe de fixation fut atteint, le titre 
étant 0,0066 ou 150 unités par centimétre cube, alors que le 
sérum du beeuf donnait 0,02 ou 50 unilés. 

Le cheval mourut le cent treiziéme jour, avec une tubercu- 
lose miliaire des poumons, mais il avait fourni une quantité 
suffisante de sérum pour faire un grand nombre d’expériences. 
Ce sérum titrait 150 unités par centimetre cube avee une dose 
fixe de tuberculine-standard. Son activité était un peu plus 
grande vis-a-vis des suspensions de bacilles tuberculeux et des 
autres antigénes. ll élait inactif sur Ja malléine, l’abortine et- 
les extraits de bouillons glycérinés (1). 

La dose d’antisérum ]a mieux appropriée au titrage des tuber- 
culines fut précisée en préparant 5 séries de dilutions conve- 
nables de tuberculine-standard et en ajoutant & chaque série, 
respectivement 2 1/2, 5, 10, 20 et 30 unités d’antisérum. Les 
séries contenant 10 et 20 unités d’antisérum ont fourni la 
meilleure gradation. Alors, une dose fixe de 20 unités d’anti- 
sérum fut employée pour titrer tous les autres échantillons de 
tuberculines commerciales. 

La quantité minimum de tuberculine ajoutée a 20 unilés 
dantisérum doit étre celle qui est capable de fixer en totalité 
Punité d’alexine ou complément. On peut dire qu’elle repré- 
sente Launité active de tuberculine. Les tuberculines utilisables 
pour le diagnostic de la tuberculose du bétail titrent 200 a 
300 unités par centimetre cube. Il en est qui vont jusqu’a 600. 
Mais on trouve dans le commerce des tuberculines qui titrent 
a peine 20 unités, ou méme 0! 

D’aprés W. et H., 750 et 1.250 unilés représentent une dose 


(1) Dans leur travail, W. et H. signalent les essais infructueux qu’ils ont 
faits en vue d’obtenir un sérum anti avec des tuberculines brutes ou des 
bouillons de culture filtrés et non chauffés. 
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convenable pour le bétail, et les résultats de leur litrage con- 
cordent généralement avec ceux des inoculations aux cobayes 
tuberculeux faites suivant la méthode allemande. Leur procédé 
aurait done l’avantage d’étre infiniment plus économique que 
cette derniére, tout en ayant une précision au moins égale. 

D’aprés notre expérience, il y a lieu de faire beaucoup de 
réserves 4 ce sujet. Un trop grand nombre de facteurs biolo- 
giques essentiellement variables interviennent dans cette 
réaction, et rien n’autorise jusqu’a présent a admettre le paral- 
lélisme du pouvoir antigéne et de la toxicité des tuberculines. 
1] semble plutét que le contraire soit l’expression de la vérité. 
Ne constatons-nous pas, en effet, que les antigénes tuberculeux 
atoxiques, privés de tuberculine, l’antigene méthylique de 
Boquet et Négre, par exemple, sont les plus énergiques tixa- 
teurs d’anticorps zm vitro et les plus actifs producteurs de ces 
mémes anticorps in vivo ? 

Nous ne croyons donc pas que la réaction de fixation nous 
offre, pour le titrage des tuberculines, des sécurités suffi- 
santes. 


I. — Srermarocyt-rupercciy-Reaction (pe F. R. Lone). 


Les méthodes de titrage actuellement employées ne permet- 
tant pas d’apprécier les degrés de toxicité des tuberculines, 
F. R. Long a proposé de prendre comme criterium la sensibz- 
lité testiculaire des cobayes tuberculisés. Dans un mémoire 
publié en 1925 (1), il a indiqué une nouvelle technique de 
titrage dénommée par Ini Spermatocyt-tuberculin-réaction. 

Il insiste d’abord sur le mécanisme de la réaction tuberculi- 
nique qui, pour lui, se traduit par deux phénoménes distincts : 
Vexsudation et la nécrose. L’exsudation, associée a |’ hyperémie 
active, provoque l’cedéme rouge caractéristique de la réaction 
cutanée. La nécrose de la peau est plus rare. Elle dépend de 
plusieurs facteurs, notamment du degré de sensibilité du tissu 
dans lequel se fait l’injection, du type de ce tissu et de la dose 
de tuberculine. Comme les tissus de la peau, principalement le 


+. eonjonclif et I’épithélium squammeux, sont relativement résis- 


* 


(1) FE R. Lone. Journ. of Infectious Disease, octobre 1925, p. 368. 
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tants, la nécrose n’apparait qu’avec de fortes doses de tubercu- | 
line. Au contraire, dans le testicule, qui réagit fortement, 
V'injection de tuberculine provoque une coagulation typique | 
des spermatocytes et des cellules germinatives qui en dérivent. | 

La réaclion spermatocytique & la tuberculine présente deux | 
phases : une précoce, une tardive. 

Dans la phase précoce, on note, outre une hyperémie 
et un cdéme inflammatoire, une nécrose coagulanie des 
spermatocytes et des spermatides, l'augmentaltion de calibre 
des tubuli, et une division désordonnée des cellules ger- 
minatives : spermatogonies, spermatocytes, spermatides et 
spermatozoaires. Seules, les spermatogonies paraissent nor- 
males et subsistent aprés la résorption des cellules nécro- 
tiques. 

La phase tardive s’observe trois 4 quatre semaines aprés 
Vinjection de tuberculine. A ce moment, les tubuli sont atro- 
phiés, limités par une membrane basale et une simple couche 
de cellules épithéliales : les spermatogonies. Toutes les autres 
figures de multiplication des cellules germinatives ont disparu. 

La spécificité de cette réaction a la tuberculine parait incon- 
testable. Des injections de tuberculine chez les cobayes nor- 
maux ne créent jamais ces modifications tissulaires, non plus 
que celles d’extraits de bacilles paratuberculeux. 

Histologiquement, le type decette réaction est semblable a 
celui de la réaction cutanée, a exception d’une dégénéres- 
cence et d’une nécrose plus accentuées et qui sont dues & une 
plus grande sensibilité des cellules germinatives. La tech- 
nique de cette méthode est la suivante : 

Des cobayes males, de 400 grammes environ, sont préala- 
blement infectés par injection sous-cutanée d’une émulsion 
bacillaire peu virulente, de maniére & provoquer, au bout d’un 
mois, l’apparilion d’un nodule caséeux dans la région lympha- 
tique correspondante. 

A ce moment (aprés un mois), on injecte dans l’un des tes- 
ticules 0 c. c. 1 d'une solution de tuberculine et, suivant qu’on 
désire examiner la réaction précoce ou la réaction tardive, 
on sacrifie l’animal aprés trente-six heures, ou aprés un mois. 

Les dilutions de tuberculine sont faites & 0,1, 0,01, 0,001 
et 0,0001 pour les tuberculines non concentrées; 4 des doses - 


at 


Te ee ee RP ee an ee 
a a ¥ . 
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dix fois moindres pour les tuberculines concentrées. Pour cha- 
que dilution, on prend deux animaux tuberculisés et, en plus, 
deux animaux sains. Ceux-ci, servant de témoins, sont injectés 
avec les solutions les plus concentrées. Au total, 10 cobayes 
(dont 8 infectés) suffisent pour le titrage d’une tuberculine. 

Le résultat de la réaction est obtenu par l’examen histolo- 
gique d’une coupe médiane du testicule inoculé. En raison 
des différencialions des éléments pour un ceil non exercé, il 
est préférable de recourir & l'étude de la réaction tardive. Si, 
par exemple, on a procédé & linjection intratesticulaire de 
4 dilutions de tuberculine, on constatera que les trois plus fortes 
ont produit la nécrose des cellules germinatives, a l’exception 
des spermatogonies qui persistent & la périphérie des tubuli. 
La quatriéme au contraire a laissé intacts, dans les tubulis, les 
spermatocytes et leurs éléments dérivés, ainsi que la sperma- 
togénése. La distinction entre ces images est trés nette et con- 
stitue une base pour la définition de lunite. 

Celle-ci peut, arbitrairement, étre considérée comme élant 
la quantité de tuberculine qui arréte la spermatogénése et, 
dans le cas indiqué ci-dessus, elle correspondrait a la troisiéme 
dilution. Si celle-ci est, par exemple, de 1/10.000, il s’ensuit 
que 1 cent. cube de cette tuberculine contient 10.000 unités 
spermalocytiques. 

L’unité spermatocytique est donc la quantité de tuberculine 
suffisante pour abolir la spermatogénése dans la majorité des 
tubulis par injection de 0 c. c. 1 de cette substance dans le 
testicule d’un cobaye de 400 grammes atteint d'une tubercu- 
lose bénigne datant d’un mois. 

D’aprés F. R. Long, les avantages de ce procédé seraient : 
la spécificité absolue de la réaction, sa sensibilité dix fois plus 
grande que la réaction intradermique, la constance de ses 
résultats et la possibilité de conserver une preuve permanente 
du titrage de chaque produit. 

Par contre, la nécessité d’attendre trois 4 quatre semaines 


les éléments d'information désirables, les délais de prépara- 


tion des coupes histologiques, les difficultés inhérentes a l'étude 


. minutiense de celles-ci, paraissent étre de sérieux obstacles a 
-. son adoption dans la pratique. 
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IV. — Mé&rsaove pd’ INOCULATION INTRACEREBRALE 
(von Lincersnet-Borret). 


Instituée par von Lingelsheim en 1898, expérimentée par | 
A. Borrel en 1909 (1), cette méthode, basée sur l’inoculation | 
intracérébrale, comparativement chez le cobaye sain et chez le | 
cobaye tuberculeux, est seulement utilisable pour les tubercu- | 
lines purifiées par précipitation. Elle ne peut pas étre employée | 
pour le titrage des tuberculines brutes, car la glycérine, la pep- }} 
tone et les impuretés que celles-ci renferment possédent, pour | 
les cellules nerveuses, une toxicité propre qui ne permet plus | 
d’apprécier les effets toxiques dus a la tuberculine seule. | 

D’autre part, Neufeld a montré que ce procédé n’est pas spé- ||} 
cifique, car linoculation intracérébrale des précipités alcoo- | 
liques de bouillon glycériné pur produit les mémes effets. 

Nous ne les retenons donc pas. 


V P 2 ’ a 
/, — PROCEDES D EPREUVES PAR CUTI OU INTRADERMO-REACTIONS. 


La réaction cutanée de von Pirquet est commode pour véri-__ 
fier l’activité des tuberculines chez lhomme tuberculeux. Elle | 
permet de comparer entre eux les effets de plusieurs dilutions — 
(généralement de 1 p.5 41 p. 50) d'une méme tuberculine ou | 
de tuberculines différentes. Mais les résultats qu’elle fournit 
ne sont jamais bien précis. Ils varient suivant la sensibilité des 
sujets, qui est trés différente de l'un a l’autre, et suivant la 
quantité de tuberculine qui reste sur la petite plaie de scari- 
fication. 

Quoique beaucoup plus douloureuse, la méthode d’inocula- 
tion intradermique luiest certainement préférable, parce qu’elle 
permet d’introduire dans le derme une quantité assez exactement 
mesurée de liquide sans que celui-ci se répande & l’extérieur, 
et de telle sorte qu’on soit sir qu’il est absorbé. 

Sa technique fut indiquée d’abord par Mantoux en 1908 et 
proposée par lui pour le diagnostic de l’infection tuberculeuse 
chez Vhomme. Elle consiste & introduire dans le derme, avec — 


(1) Société de Biologie, 6 février 1909. 
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une aiguille fine et courte, montée sur une seringue a injection, 
I goutte ou, au maximum, 1/10 de cent. cube d’une tuber- 
culine brute diluéea 1 p. 5.000. Le lieu d’élection, chez homme, 
est la face antérieure de la cuisse ou du bras; chez le beuf, le 
sillon sous-caudal qui part de chaque colé de la marge de l’anus; 
chez le porc, la face antéro-externe de l’oreille (Moussu). 

Lorsque la réaction est négative, la minime lésion trauma- 
tique provoquée par l’aiguille n’est plus visible aprés quarante- 
huit heures. Sila réaction doit étre positive, elle est déja visible 
aprés quelques heures et atteint, en général, son acmé vers la 
quarante-huitiéme heure. Elle a un aspect caractéristique, en 
« cocarde » : infiltration nodulaire centrale, rose ou rouge vif, 
entourée d’un halo rosé d’érythéme. L’infiltration centrale peut 
avoir de 1 a 3 centimetres de diamétre. Le halo périphérique a 
des dimensions trés variables qui peuvent atteindre la largeur 
de la paume de la main. 

Chez les petits animaux de laboratoire, le cobaye en particu- 
lier, avec I goutte de dilution de tuberculine brute a 1 p. 10, 
la réaction posilive consiste en une infiltration cedémateuse du 
derme, de couleur blanche ou rosée, accompagnée souvent d’une 
suffusion hémorragique. Elle atteint son complet développe- 
ment quarante-huit heures aprés la piqdire. Son diamétre est 
de 12 a 18 millimétres. 

A la suite des excellents résultats obtenus avec cette méthode 
par Mantoux et Moussu pour le diagnostic chez l'homme et 
chez les bovidés, puis par Romer au cours de recherches expé- 
rimentales, Lowenstein signala lVinlérét qu’elle peut présenter 
pour le titrage des tuberculines. Mais ce ne fut que tout récem- 
ment que Paul Lewis et Aronson en Amérique, A. J. Eagleton 
et E. M. Baxter en Grande-Bretagne, Meister-Lucius und Brii- 
nig & Hoechst, Vont étudiée et mise en pratique. La technique 
. ulilisée est la suivante : 

On procéde d’abord & Vinfection tuberculeuse d’un lot de 
cobayes de méme taille, de méme poids (environ 300 grammes), 
et, autant que possible, de méme race. A cet effet, on leur 
_ injecte, soit par voie sous-cutanée, soit par voie intrapéritonéale, 


= 0 milligr. 4 de bacilles virulents de type bovin, Trois semaines 


’ environ apres |’infection, on injecte 4 quelques animaux, sous 
ia peau; 0 gr. 02 d’une tuberculine-étalon, pour vérifier leur 
we. 26 
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état de sensibilité. Si la réaction est franchement positive, on 
pratique, deux ou trois jours apres, l’injection inéradermique 
des tuberculines a titrer, diluées A des taux progressivement 
croissants, de 1/108 1/1.000 par exemple. La lecture et la nota- 
tion du degré de la réaction sont faites aprés vingt-quatre, qua- 
rante-huit et soixante-douze heures. Suivant son intensité, on 
marque par des chiffres (1, 2, 3, 4) ou par des signes les résul- 
tats obtenus. 

Ces injections intradermiques se font aisément sur la sur- 
face abdominale des animaux, rasée ou traitée par un liquide 
épilatoire, puis lavée & l’eau bouillie et soigneusement essuyée. 
Il faut choisir de préférence des cobayes & peau blanche, chez 
lesquels la lecture des réactions est plus facile. On prépare 
ainsi une aire cutanée assez large pour l’injection de 10 a 
16 dilutions différentes. 

Ce procédé permet de titrer, sur le méme animal, au moins 
deux tuberculines & coté de la tuberculine-étalon. Celle-ci est 
indispensable & la comparaison des réactions. 

Pour éviter les erreurs d’interprétation des résultats, il est 
recommandable de prendre les précaulions suivantes : 

1° Les dilutions doivent étre récemment préparées en chan- 
geant de pipette pour chacune d’elles et, bien entendu, pour 
chaque échantillon différent; 

2° On se servira, pour injecter chaque dilution, d’une 
seringue préalablement bien lavée et d’aiguilles courtes et fines; 

3° On s’assurera que chaque injection est bien poussée dans 
le tissu dermique et non sous la peau. 

Avec cette méthode, le fait de pratiquer pluszeurs injections 
sur le méme animal a\ténue les inconvénients qui peuvent 
résulter de l’inégale sensibilité des divers cobayes. Elle a, en 
outre, l’avantage d’exiger un beaucoup moins grand nombre 
d’animaux, et elle permet d’apprécier aisément l’activité de 
divers échantillons de tuberculine. Enfin, elle est d'une appli- 
cation facile et rapide. 

Dapres notre expérience, elle est incontestablement préférable 
a toutes celles que nous avons décrites. C'est done sur elle que 
nous arrétons notre choix. 

ll importe cependant d’observer que certaines tuberculines 


qui, méme a des taux de dilution élevées, donnent des réactions _ 


SUR LE TITRAGE (STANDARDISATION) DES TUBERCULINES 374 


positives chez le cobaye, n’en fournissent que de négatives chez 
le beuf tuberculeux. On ne doit donc pas absolument conclure 
a Vactivité pour l'homme ou pour le beuf d’une dilution de 
tuberculine qui se montre active pour le cobaye. C’est pour- 
quoi le National Institute for Medical Research de Londres a 
chargé MM. Douglas, Buxton (de Cambridge) et le major 
Dunkin d’étudier le titrage par inoculation intradermique 
chez les bovidés. La conclusion de leurs recherches a été que 
celte méthode est la seule qui donne des garanties suffisantes 
pour établir l’activité d’une tuberculine destinée au diagnostic 
de la tuberculose des vaches, si l’on prend soin de faire, chez 
le méme animal, deux injections intradermiques successives 
avec la méme dilution 4 quarante-huit heures d’intervalle. La 
seconde injection donne alors constamment une réaction plus 
nette. 


D. — Recherches des experts de la Commission. 


La multiplicité des méthodes employées jusqu’ici par les 
divers laboratoires pour le titrage des tuberculines, et le fait 
que chacune d’elles est encore discutée, nous ont engagés a 
entreprendre nous-mémes des recherches qui puissent nous 
permettre d’en apprécier la valeur respective. 

Nous avons commencé par préparer des tuberculines en uli- 
lisant les milieux synthétiques de culture qui nous ont paru le 
mieux appropriés & leur production. Ensuite, comparativement 
avec les nétres et avec la tuberculine de l'Institut Pasteur de 
Paris, nous avons étudié un cerlain nombre d’échantillons de 
tuberculines commerciales qui nous ont été remis par la 
Section d’Hygiéne de la Société des Nations. 


a) TUBERCULINES synTHETIQUES. — Nous avons employé trois 
souches bacillaires différentes : 
4° Une souche humaine assez virulente (Ratti); 
2°\Une souche bovine trés virulente (Vallée); 
g F - 3° Une-souche de BCG (Bacille Calmette Guérin) rendue avi- 
*. ynlente et non tuberculigéne par 230 cultures successives sur 
_” bile de. beeuf glycérinée a 5 p. 100. 
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Les milieux employés furent les suivants : 

1° A titre de comparaison, le bouillon de veau peptoné et 
elycériné & 4 p. 100 qui serta la préparation des tuberculines a 
l'Institut Pasteur. 

2° Le milieu de Sauton amené, avec l’ammoniaque pure, au 
pH : 7,2 (avant stérilisation) : 


GRAMMES 
ASParagine < irre s = RP ere Nettie Prob cbpte Oe orto 4, 
Acide scifvigqde te2. *-22T SSerhGss . Teo EAR Joe Paes 2 
Phosphate bipotassique........ sae Pat tepoha 035 
Gitrateadeé fer ammoniacals..cheie et teed big cib anes 0,5 
Sulfate degmasnesie he. se ous ten cece Ge oy ees 0,5 
Paulidistillée Cai, oA TOR OD LTRS A. aaa 1.000 

3° Le milieu de Calmette et Massol : 
Carbonaterdersoudes .7. 08> .aee0 tee. teense) eee 4 
Sulfatesferreux. Ay jbo) be epee ce ele 0,04 
Sulfate de magnésiumys 20) sc een 0,05 
Phosphate ‘de potassium: 2000.90) Pe aS 4 
Chiorure dessodiuimi ry .-2 eee eee 8,5 
(IU COSC, Bees 2hs.0 oy teen A noe ea Re eed mod 40 
Glycérivie'h 4; 1. SA CUS EES, Praia ent aan: Seah. ee 40 
Reptone; Guise? 261). Cae? oe Pee Poe 10 
BawidistillGesscn shops eee: Mae eee oP 1.000 

4° Milieu de A. Borrel : 
Sulfate acide de potassium.) "1,;--0e 7. Sei eine 0,25 
Monophosphate de potassium ........... 0,50 
snlfate de magnesiuMss osm, ou preteens li edses aa) lel ye 0,25 
Nitrateide sodium’... <<) 0.0) se ee ee eee 4 
Carbonate i@ammoniumy s/s 1 ies -eeeceeee) coe © ul 
Asparagines Masse. Neg? bres pee, deen eee tena he 5 4,50 
ATI COSE joi tre. Mc x: 58) cae Sh ka ahs at ROHN ce aaa ae 5 
Mannie: 3) aie ats) otc eee ia aie 2 se ee ee 5 
Glycérine. . ..casebeR a eal. te tat eae. ee APE! eee 20 . 
Silicaterde potassiumes. Ape ne » ee oeneneees 0,02 \ 
Siete se det vu. ventas eee Mien Meda. reer 0,03 | 
Baa seule et i. same os clas) co ee ee Le ee 1.000 


Chacune des trois souches bacillaires fut ensemencée dans 
trois ballons contenant 100 cent. cubes de chaque liquide et | 
portés &|’étuve 4 38° pendant six semaines. | 

On constata qu’alors que le BCG se développait trés rapide- 
ment et abondamment sur le milieu de Sauton, sa culture ainsi - 
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que celle du bacille bovin et du BCG sur le milieu de Borrel, 
restaient trés gréles. 

Les tuberculines qu’on obtint par la concentration 41/10 du 
contenu de chacun des ballons furent utilisées avec la tubercu- 
line de l'Institut Pasteur employée comme étalon, et aussi 
avec diverses paratuberculines, ainsi qu’avec la mailéine. 

Nous avons étudié comparativement leur titrage : 

1° Par la réaction de fixation du complément; 

2° Par précipito-réaction ; 

3° Par inoculation intradermique sur cobayes sensibilisés; 

4° Par cuti-réaction chez des sujets humains tuberculeux. 


6) Strum anticorps. — Pour nos expériences relatives aux 
réactions in vitro (fixation du complément et précipito-réac- 
tion), nous avons di préparer un sérum antituberculeux en 
immunisant un cheval, non avec la tuberculine brute, qui ne 
posséde par elle-méme presque aucune propriété antigéne, 
mais au moyen de bacilles BCG. Ceux-ci furent émulsionnés 
dans l’eau physiologique formolée & 5 p. 100, conservés 
ensuite a l’étuve a 37° pendant un mois, puis 4 la température 
du laboratoire. 

Notre cheval recut d’abord deux fois par semaine, puis 
tcutes les semaines, par voie intraveineuse, des doses crois- 
santes de ces bacilles: 1, 2, 4, 6, 15, 30, 50, 75 et 100 milli- 
grammes. Toutes ces inoculations furent faites dans l’espace de 
deux mois et furent suivies d'une injection de 0 c. c. 2 de 
tuberculine brute. Au cours du troisitme mois d’immunisa- 
tion, le cheval recut encore trois nouvelles injections, cha- 
cune de 100 milligrammes de bacilles. A la suite des fortes 
réaclions thermiques qu’elles provoquérent, on revint, pendant 
le quatriéme mois, aux injections de faibles doses, de 1/10, 
- 4, 2, 5 milligrammes, qui furent continuées jusqu’a la fin du 
cinquiéme mois. Aprés deux mois de repos, le cheval recut une 
série d’injections intraveineuses de BCG vivants. Nous repro- 
duisons d ailleurs ci-apres la courbe d’immunisation de ce 


- cheval. 


. -. Le’ titrage des anticorps du sérum ainsi obtenu fut réguliére- 


-- men effectué, suivant la technique de Calmette et Massol, en 
“présence de l'antigeéne méthylique de Boquet et Négre et, 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


a a ile 


I 


‘DOF P[l9eq 9] 9aav asnaqno 


SJUeAIA Saljineg 


Toqnyyue worestunumty op samoo ne [Bays 9] zayo snue}qo sdao 


‘seuyidi2es0 ap 
“BU2OYUC BLUWIOD 2 054, ne B9N/ ip 21019 BUI/A2120M be} 4 ’ - - 
‘alban fa penbog ap enbijhyjou aveblie/2a4e SALuaygo SNBCL] sWiooywep 


onuy — *] aaunoy 


WNveRY Se 


YYUENY ~- eee em em ee ee 
YMUENY —+>—-—-—-—- = 
“@SBU/OA CTU 
8104 180 sayzalut 99°9 
sayyo0g ep sip we ajijueny 


“Wwhsasap 39% 

9PAD ONAII« 

sdrogjuep }aid un ) veuuop 
. }Bu1/9489N1 ap 


SUR LE TITRAGE (STANDARDISATION) DES TUBERCULINES 373 


comparativement, avec la tuberculine brute diluée a 1 p. 50 
(0 c. c. 3). 

Nul au début, le taux des anticorps s'est rapidement élevé. 
Aprés un mois et demi de traitement, il atteignait 400 unités 
par centimétre cube. I] resta 4 ce niveau pendant six semaines, 
pour tomber ensuite & 100 unités. De nouvelles injections de 
BCG le firent remonter 4 250 unités. 

Avec l’antigéne méthylique, le taux des anticorps: s'est 
toujours montré notablement supérieur a celui obtenu avec la 
tuberculine brute. 


1° EXp&RIENCES DE TITRAGE PAR LA REACTION DE FIXATION 
DU COMPLEMENT. 


Des essais préliminaires nous ayant fait constater que la 
dilution a 4 p. 20 était, pour notre tuberculine-étalon, la mieux 
appropriée, nous l’avons le plus généralement employée a la 
dose uniforme de 0c. c. 5. 

Pour comparer entre elles la valeur antigéne des tubercu- 
lines, il est avantageux d’exprimer en chiffres & quel nombre 
dunités antigénes elles correspondent par centimétre cube. II 
suffit, & cet effet, d’établir le rapport entre la quantité d’alexine 
utilisée et la quantité minimum d’antigéne qui fixe la totalité 
de l’alexine mise en ceuvre. Ce chiffre, multiplié par le taux de 
la dilution de l’antigéne, donne le nombre d’unités que renferme 
celui-ci par centimétre cube. 

Par exemple, une tuberculine qui fixe 4 partir de 0c. ¢. 5 


d'une dilution a 1 p. 20°a pour valeur _ xX 20 = 80 unités. 


Une autre qui fixe & partir de 0 c.c. 3 aura comme valeur 
2 
0,3 
Les résultats ainsi oblenus ne varient pas, pourvu que le 
_ systéme hémolytique soit constant. 
Evaluée d’aprés cette méthode, la valeur antigéne de notre 
tuberculine-étalon correspondait 4 130 unités (1). 


< 20 = 132 unités, etc... 


(1) On peut encore se servir, pour la déterminalion de la valeur d’une tuber- 
culine, soit d’une quantilé fixe d’alexine el d’antigéne et de doses croissantes 
de sérum, soit d’une quantité constante d’antigéne et de sérum, et de doses 
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Seule, la tuberculine préparée avec la souche de bacille 
humain Ratti (en bouillon glycériné) se montre plus active que 
Vétalon. Elle titrait 200 unités. 

Trois autres ne différaient pas sensiblement de |'étalon 
c'étaient celles préparées avec la souche humaine et avec le 
BCG sur milieu de Calmette et Massol, et avec une paratuber- 
culine (fléoline). 

Par contre, les trois tuberculines obtenues du milieu de 
Sauton, et la malléine, n’avaient aucun pouvoir fixateur. La 
valeur antigéne des autres tuberculines variait entre 80 et 35 
unités. Enfin nous avons reconnu que le bouillon peptoné 
elycériné pur, concentré au dixiéme de son volume primitif, a 
une valeur antigéne de 60 unités. 

La valeur en unités antigénes de chacune de nos tuberculines 
est reportée en diagramme dans Ja courbe II ci-aprés : 


B glyc 
Humain 
Sauton N22 

Malleipe 


Course II. — Valeurs en unités antigénes des diverses tuberculines. 


2° ExpBrRIGNCES DE TITRAGE PAR LA METHODE DE ‘PRECIPITATION. 


Au cours de immunisation de notre cheval en vue de 
Yobtention d’un sérum anli qui pat étre utilisé pour nos expé- 


croissantes d’alexine. Nous avons également employé cette méthode. Elle 
fournit des chiffres un peu plus élevés que la précédente. Ainsi la tubercu- 
line-étalon donnait 160 unités au lieu de 130. Mais le rapport entre les deux 
procédés reste le méme. 
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riences de titrage, nous avons fait un grand nombre d’essais de 
précipitation de tuberculine de l'Institut Pasteur diluée de 
1/51/50 en-présence de 0,1 4 2 cent. cubes de sérum. Aprés 
mélange, les tubes étaient immergés dans un bain-marie & 45° 
pendant trois heures, puis portés a l’étuve & 37°. Aucune flocu- 
lation ne se produisait. Nous n’avons obtenu ainsi que des 
résultats négatifs. Nous n’avons pas été plus heureux en 
mettant en présence d’une quantité fixe de sérum (0 c. c. 5) 
des quantités croissantes de tuberculine -diluée & 4/25, 1/50, 
1/100 et 1/300. 

Plus tard (deux mois et demi aprés le début de l'immunisa- 
tion) notre sérum ayant fourni & la dose de 1 cent. cube un 
floculat avec 20 cent. cubes de tuberculine-étalon diluée a 
1/400, nous renouvelames nos essais en utilisant toujours ce 
volume de 20 cent. cubes de tuberculine diluée & des taux 
variables, de 1/100 &81/10.000. Aprés trois heures de séjour au 
bain-marie & 45° nous faisions une premiére lecture, puis une 
seconde et une troisiéme aprés cing et sept heures. 

Par cette méthode, le bouillon glycériné, la malléine et la 
fléoline n’ont donné aucune trace de floculat. La tuberculine- 
étalon (de l'Institut Pasteur) floculait nettement jusqu’a 
1 p. 10.000. Il en étaitde méme pour nos tuberculines préparées 
avec le bouillon glycériné ou le milieu de Borrel. Celles 
obtenues avec les bacilles humains et bovins sur milieu de 
Calmette et Massol, et avec le BCG sur milieu de Sauton, 
floculérent jusqu’a 1/5.000. Celles préparées avec le BCG sur 
bouillon glycériné et sur le milieu de Calmette et Massol, avec 
le bacille bovin sur bouillon glycériné et sur milieu de Sauton 
ainsi que la tuberculine aviaire floculaient jusqu’a 1/4.000. 
Enfin la fléoline ne floculait que jusqu’a 1/100. 

Le tableau I résume nos observations. 


3° EXPERIENCES DE TITRAGE PAR INTRADERMO-REACTION 
SUR LE COBAYE SENSIBILISK. 


Nous avons utilisé des cobayes de méme poids (350 grammes, 
& peau blanche ou rose) inoculés avec une émulsion aussi 
homogéne que possible de bacilles bovins (souche Vallée) & la 
dose de 1/100 de milligrammes, depuis cing semaines, sous la 
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peau d’une cuisse, de telle sorte que le ganglion inguinal 
correspondant soit manifestement tuméfié. Nos animaux 
étaient rasés sur toute la surface abdominale. Nous disposions 
ainsi d’une aire suffisante pour l’injection de dix ou douze dilu- 
tions surle méme animal. 

La quantité de liquide introduite dans le derme était 
toujours de 0c. c. 1. On notait les résultats observés aprés 
vingt-quatre heures, deux et trois jours: rougeur, infiltration 
cedémateuse, suffusion hémorragique. 

Le plus souvent la réaction est & son acmé & la quarante- 
huitiéme heure. En régle générale, nous avons pratiqué sur le 
méme cobaye l’injection de trois séries de quatre dilutions : 
une de tuberculine-étalon et deux des tuberculines 8 titrer. 

Nos premiers essais furent faits avec des dilutions 4 1/500, 
1/750, 1/1.000 et 1/1.250, ce qui corresponda 1/5.000, 1/7.500, 
1/10.000 et 1/412.500 de tuberculine pure. Ces doses permirent 
déja Ja différenciation de quelques produits. Pour la tuberculine- 
étalon, pour l'une de celles préparées avec le BCG sur milieu de 
Sauton, et pour quelques autres, il fallut faire des dilutions 
encore plus étendues, de 1/1.500, 1/2.000, 1/2.500 et jusqu’a 
1 /3.000. 

Les mémes déterminations effectuées sur un autre lot de 
cobayes tuberculisés fournirent des résultats tout a fait 
analogues. Trés rarement quelques animaux donnaient des 
réactions dissemblables, de sorte qu’on peut considérer cette 
méthode comme suffisamment sensible et précise. 

Le tableau II résume les observations que nous avons pu faire 
sur les diverses tuberculines préparées par nous. 


4° Essais DE TITRAGE PAR CUTI-REACTION 
SUR LES MALADES TUBERCULEDUX. 


Il importe dobserver que les sujets humains tuberculeux 
présentent d’énormes variations de sensibilité cutanée vis-a-vis 
d’une méme tuberculine et qu’en outre il est impossible de 
savoir quelle est exactement, ou approximativement, la quan- 
tité de tuberculine qui a pénétré dans le derme apres scarifi- 
calion simple de celui-ci. 


Nous avons estimé pourtant qu'il y avait lieu de rechercher 
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si la cuti-réaction pratiquée en séries sur leméme sujet pouvait 
servir & apprécier la valeur respective de diverses tuberculines. 

Grace a l’obligeance de M. le professeur Léon Bernard qui 
a mis son service de tuberculeux pulmonaires de l’hdpital 
Laénnec a notre disposition, nous avons pu choisir un certain 
nombre de malades atteints de formes cliniques assez semblables 
(tuberculose ulcéro-caséeuse, peu fébrile, avec expectoration 
bacillifére). 

Les scarifications de l’épiderme furent praliquées a la région 
externe du bras, et la réaction fut considérée comme positive (+-) 
lorsqu’il existait, aprés quarante-huit heures, une zone érythé- 
mateuse plus ou moins large, accompagnée d’infiltration der- 
mique nettement perceptible au toucher. On put ainsi constater 
qu’un bon nombre de sujets réagissaient positivement avec la 
dilution & 1 p. 500 de la tuberculine-étalon de l'Institut 
Pasteur. 

Le tableau III résume les résultats de ces divers essais. 


E. — Essais de titrage des tuberculines commerciales. 


La Section d’Hygiéne de la Société des Nations nous a remis 
pour ces essais 19 échantillons de tuberculines de différentes 
provenances et qu’on trouvera numérotés ci-aprés de I a XIX. 

Nous les avons utilisés en vue de comparer, pour chacun 
d’eux, les résultats fournis par les quatre méthedes suivantes : 

1° Réaction de fixation du complément; 

2° Réaction de floculation ou de précipitation ; 

3° Cuti-réaclions chez l’homme tuberculeux; 

4° Intradermo-réactions sur le cobaye sensibilisé. 


1° MétHODE DE TITRAGE PAR LA FIXATION DU COMPLEMENT. 


Les réactions furent pratiquées avec des doses croissantes 
de 0 c.c. 14 1 cent. cube d'une dilution & 1/20 de chacun des 
spécimens, deux doses hémolysantes d'alexine au 1/15, ct 
0 c.c. 4 de notre sérum anlituberculeux de cheval. 


Pour la tuberculine n° VI, la dilution & 1/20, étant trop 
faible, fut ramenée & 1/10. | 
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x 


Pour la tuberculine n° II, la dilution a 1/20 étant, au con- 
traire, trop forte, elle fut portée a 4/30. 
Ces titrages ayant été répétés chacun plusieurs fois, nous 


Membre unites antigenmquePepal cent cubes. 


mk X¥ Xn WM Ww W Mw Ww wy 
Fee ie ere tubercu/ines commerciales. 


la reaction est pratiquee avec des doses crovssantes(ve Q1a 1060) dantigene wlwe au Yeoc. 
le tuberculine Il est une tuberculine dessecheé, privee We glycerine. 


Course III. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par la réaction de fixation du complément. 


donnons les moyennes de leurs résultats exprimées en unilés 
antigenes contenues dans 4 cent. cube du produit brut. 

Il ne semble pas que la présence d’antiseptiques (acide phé- 
nique) dans certaines tuberculines ait sensiblement modifié le 
‘sens de la réaction. 

- Un seul échantillon (n° VI) était complétement dépourvu 
de toute propriété antigéne et n’a, par conséquent, pas pu ¢tre 
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soumis au titrage. Il s’agissait d’une tuberculine précipitée. 

L’examen des chiffres du tableau n° IV et celui de la courbe III 
montrent que les tuberculines aviaires XVII et XIX ont une 
valeur antigéne correspondant respectivement a 80 et a 
100 unités. 

Les plus faibles et les plus fortes valeurs trouvées sont de 
£0 et 200 unités. I] est intéressant de noter que chacun de ces 
taux a été atteint par une tuberculine bovine et par une tuber- 
culine sans albumose ; la tuberculine III (albumose-freie) et la 
tuberculine bovine X titraient 200 unités, tandis que l’albumose- 
freie VI et la tuberculine bovine IX titraient 4 peine 40 unités. 

Nous insistons de nouveau sur les difficultés de cette tech- 
nique. Elles résultent surtout de l’activité variable de l’alexine 
utilisée. [l est, en tous cas, indiqué de ne se servir, pour cette 
réaction, que d’une alexine hémolysant & la dose de 0c. ¢. 1. 


TasLEau IV. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par la méthode de fixation du complément. 


UNITES ANTIGENIQUES 
par centimétre cube. 


NUMEROS D'ORDRE DES TUBERCULINES 


2° Méruope DE TITRAGE PAR FLOCULATION (OU PRECIPITATION). 


Nous avons effectué toutes nos expériences avec la méme 
technique qui consistait 4 ajouter 1 cent. cube de notre sérum 
antituberculeux de cheval 4 20 cent. cubes de tuberculine diluée 
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Magnésium. 


Répartition dans lorganisme. 
Réle dans l’organisme. 
Le magnésium en thérapeutique. 


Fer. 


Le fer alimentaire. — Digestion, absorption, élimination, utilisation du fer. 
L’hémoglobine. — Modifications pathologiques de |’hémoglobine. 


Autres substances, ; 


Fluor. 
Brome. — lode. 
Soufre, arsenic, silicium, carbone, ctc. 


Echanges hydrocarbonés. | 


Cycle du carbone. — Propriétés des hydrates de carbone. 

Le glycose dans les humeurs. — Glycémie. 

Utilisation des hydrates de carbone. — Diabéte pancréatique. — Insuline. 
Troubles : Glycosurie, Diabéte rénal. — Hypoglycémie et hyperglycémie. 
Troubles utilisation des sucres. Diabete. — Therapeutique. 


Echanges des corps gras et lipoides. 


, Graisses. —- Origine. — Digestion, absorption, utilisation, 
Troubles de digestion et d’utilisation, obésité, maigreur. 
Lipoides : Caractéres. Modifications pathologiques. Cholestérine. Réle des lipoides. 
\ 


Echanges des protéines et leurs dérivés. 


Cycle de l’azote: 

Les albumines, 
Modifications pathologiques. 
Troubles d’assimilation. 
Albuminurie. 


Protéides, protéoses et peptones. 


Acides aminés. . a 
Propriétés. — Utilisations. 
Cystonurie. — Alcaptonurie. — Pigments mélamiques. 


Corps cétoniques. 


Acido-cétose. — Acétonémie. 
: { 
Ureée. 
Troubles de l’élimination. — Rétention. — Maladies des reins, cardianthies. Hyper- 
azotémie, ‘ 


ia 


Acide urique. 


La goutte. Thérapeutique. 


Acide: hippurique. Corps créatiniques. 


: Acide oxalique. - || Autres déchets azotés. 
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_ LES PROBLEMES 
— DE LA PHYSIOLOGIE | 
“NORMALE ET PATHOLOGIQUE ~—_—is 


a DE L’OS 


Un volume de 230 pages avec 33 figures..°. . . . 28 fe 


* . ‘ 


* F\epurs dix ans, les auteurs n’ont cessé d’observer les multiples aspects 
D des évolutions normales et pathologiques de l’os, de réfléchir aux 
_ problémes qu’elles posaient, d’en chercher les solutions diverses de toutes 
_ facons, par l’histologie, la radiographie, l’observation et l’expérimentation : 
 directe chez Vhomme, : ee 
~~ Peu a peu s’est imposée 4 eux une facon nouvelle de comprendre tout ce — | 
- qui touche au développement, a la vie, aux évolutions, aux maladies, aux ; 
_régénérations du tissu osseux. , re | 
e livre est la synthése de ce travail entigrement original. — MM. Leriche 
et Policard ont retenu dans les travaux antérieurs seulement ce qui leur parais-— ; 
sait acquis définitivement, en éliminant les hypothéses caduques. ee 
En un mot cet ouvrage de doctrine présente une «théorie» nouvelle 
ynfrontée avec les travaux plus anciens. Are H 
__ Cette théorie a un caractere général. Elle s’applique 4 toutes les modalités 
“de Postéogénése. Elle permet d’en comprendre les diverses particularités, elle A 
-explique des faits pathologiques disparates et obscurs, se plagant toujours au bs 
, 
= 
4 


oint de vue des tissus considérés en eux-mémes, d’une fagon concréte. — 


/ 


Résumé de la Table : 2 


__ Signification générale du tissu osseux et marche générale de V’ossification. — Phéno- 
» __-ménes conjonetifs préparatoires de Vossification, réle des cellules. — Durcissement 


_ caleaire de la substance préosseuse. — La résorption osseuse. — Maintien et adaptation _ 
__ fonetionnelle du tissu osseux. — Le périoste. — Laréparation des fractures. — Les 


transplantations osseuses. — Les ossifications hétérotopiques. — Application a 
_ fication des lois générales de lV ossification. — Principes physiologiques directeur 
-phystologie osseuse. ; ; ; r , 


Un volume de 388 pages avec 5 figures. 


| ans ces dernitres années, Pepin fonctionnelle du foi 
Dp attiré tout particuliérement Vattention des cliniciens 
. chercheurs. De nombreuses techniques ont été proposées et si 
sont sans valeur, d’autres peuvent prendre place dans un e 
: fonctionnel. Les: auteurs qui, depuis plusieurs années, se sont 
a a cette étude, ‘font une mise au point complete et précise de 
ration fonctionnelle du foie. Aprés avoir critiqué les méth 
‘montrent que, dans Vinsuffisance hépatique légére ou moy 
ae souvent anynergie | fonctionnelle, ce qui nécessite Vexplorati 
: ‘i fonctionnelle, et que le phénoméne de 1’intermittence dont 
la connaissance au Professeur Chauffard nécessite de la mér 
ie : répétition des épreuves. 
a un Se ie les auteurs font une éiude comp 


e De ce ane dcgemente découle une idée fgutieebe la fri 
néthodes tesa cae dq’ ip larstion. sion la compare: a laf 


aly INTOXICATION OXYCARBONIQUE 


ETUDE CHIMICO- ‘BIOLOGIQUE 


\ e ) 


Par le D' Mauece NICLOUX : Care: 


Hai  Professeur A la Faculté de Médecine de Strasbourg. >), 
Batty Membre correspondant de I’Académie de Médecine. - es rae 


a 


In volume de 254 pages avec 34 figures..’. . >. 4. «© 22 re ot 
“STUDE de ce gaz toxique n’a donné de Yiatiltate complets que récemment : 
4 mais le bilan de ces études est maintenant a jour. . 

La combinaison de I’hémoglobine avec l’oxyde de carbone, le partape du pig- : 
ment mis au contact du mélange des deux gaz oxygtne et oxyde de carbone, sont 
2S deux. questions essentielles étudiées dans 1’ ouvrage. : 

/auteur a résumé également nos connaissances sur les. sources de la formation arch \f 
de loxyde de carbone et les propriétés physiques et chimiques de celui-ci. i 
aa _Tl étudie enfin la pathologie et le traitement de Vintoxication, ainsi que les i 
techniques chpleyses pour les dosages. Sg 
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ETUDE BIOLOGIQUE ET CLINIQUE — 


PAR - : Ms Gan He 


 P.Emile WEILL et. "Paul ISCH-WALL 


Médecin de ’H6pital Tenon. Ancien interne des Hépitaux de Paris, - 


transfusion’ est aujourd’hui considérée comme une "intervention inofh 
1 sive dont les bénéfices sont immenses. bitoaerbta: 


Cet ouvrage traite en particulier les questions pidhraniice : His 
le de la transfusion ; — le sang citraté ; — accidents ; 
lents ; — technique ; — indications chirargicales ; 


— indications médicales ; te Ja transfusion du $ 


Pep 


‘erp n’a jamais fait objet d’un ouvrage aussi complet. 


émises. 


CLINIQUE MEDICALE | 
DE L’HOPITAL BEAUJON: — 


2° SERIE 


Par Ch, ACHARD 


Professeur de clinique médicale 4 la Faculté de Médecine de Paris. 
Un volume de 338 pages avee 63 figures... . . . |. ) 24 fr. 


Es questions traitées dans cette deuxiéme série sont les suivantes : 

Maladie de Morvan. — Syringomyélie, étude clinique, Iésions et patho- 
génie. — La goutte, étude clinique, lésions et pathogénie. — Traitement de la 
goutte. — Les gangrénes des diabétiques. —- Goma diabétique, étude clinique, 
pathogénie, traitement. — Diabéte hydrurique. — Le danger social de l’alcoo- 
lisme. — Paralysie alcoolique. —'Cirrhose de Laénnec, étude clinique, lésions et 
Ema — Régine déchloruré dans le traitement de l’ascite cirrhotique. — 
{mpoisonnement par le sublimé. — Néphrite saturnique. — Urémie hyperazo- 

témique. — Etude clinique. — Etude pathggénique, etc. 


LU CGDEME oe 
ETUDE EXPERIMENTALE ET CLINIQUE 


Par J. LE CALVE_ 


Wrevolame de 648 Ppogesen cet (ok so ea eae 


at: - 
t 


La premiére partie est expérimentale, l’auteur y discute toutes les théories 
- La deuxiéme partie, entitrement clinique, renferme une étude compléte des 
cas qui peuvent se présenter (cedémes héréditaires, cedémes des maladies générales 
et infectieuses). Dans la troisiéme partie, l’auteur étudiel’cedéme dans les maladies 


des organes ou appareils. — La quatriéme partie est consacrée aux oedémes 


gravidiques et infantiles. 


OPOTHERAPIE 
ENDOCRINIENNE 


Be: LES BASES PHYSIOLOGIQUES. - 
ee _ LES SYNDROMES. LA POSOLOGIE DE L'OPOTHERAPIE 
cee ‘PAR LES GLANDES A SECRETIONS INTERNES 


Par le D' Guy LAROCHE 
Médecin des Hépitaux de Paris. 


Un volume in-& de 256 pages. avec iy figures... Vwi ek eee 


» ‘ ¢ . 
gs glandes & sécrétion interne ont une influence considérable sur l’orga- 
| nisme, stimulent ou dépriment les fonctions cellulaires, agissent sur la 
croissance, sur la nutrition, sur le systéme nerveux, et surtout sur le systéme % 
___ neuro-végétatif. Le médecin doit les utiliser en thérapeutique. 
___L’auteur consacre un chapitre 4 la fabrication des produits opothérapiques et 
 & la posologie générale. Puis, pour chacune des glandes il indique leur action 

physiologique, syndromes cliniques, la thérapeutique: Un chapitre entier est 
nin . consacré a l|’Insuline. % 


rn] 
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| =—— FORMULAE === j 
_ DOPOTHERAPIE CLINIQUE 


‘ 

ORGANOTHERAPIE Aero 

| Par fe D’ Marcel LAEMMER ee 1 

| n volume de 146 Pages. TaN : eee . fae 10 fr. x: 
que Vemploi de Vopothérapie tende A se ‘généraliser en es , 4 


) Popothérapie vraie est relativement peu employée. L’opothérapie conseillée au _ 
sard, sans raison bien nette, est trop souvent mal formulée ou ordonnée mal a _ 
pos. . ae meses + 
Ce formulaire d’organothérapie clinique permet au médecin de choisir l’agent — 
_ médicamenteux d’aprés les cas variés qu’il rencontre, de le doser, d’utiliser tel _ 
_ produit frais parce que plus actif, tel autre desséché, tel autre seulement par 
injection. On trouvera dans ce petit volume des conseils et des formules. 


’ 


Pr. 278. Toute commande de livres doit étre accompagne 
_—— en une valeur sur Paris, augmenté de 1 po 
de 20 °/. pour l’Etranger, pour frais de p 
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a des taux variables : 1/100, 1/500, 1/1. NG; 4 /2.500, 1/5.000 
et 1/10.000. 
Aprés mélange des liquides, on immergeait les tubes dans un. 


mr NT 
TNT 
TMT 
NCAT 
INTENT 
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ee Vjordre des tuberculines commerciales 
es tuberculines I] et I contiennent de lacide phenigque (052) 


Course IV. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par la méthode de précipitation. 


a) 
ol} 
o 


serum antilubercu/eux de cheva/. 
S 
Sl 
o 


Taux de la dilution de tuberculine donnant un precipite avec 100. de 


bain-marie 4 38° et la lecture de la réaction était faite aprés 
trois, cing et huit heures. 

- Nous avons constaté que certaines tuberculines achevaient de 
floculer en trois heures; d’autres seulement en huit heures; 
~ aucune au dela de ce délai. 

_. Les contrdles effectués en diluant le sérum précipitant seul 
“dans neon physiolagiques ou en additionnant les dilutions de 
27 
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tuberculines de sérum normal de cheval, sont toujours restés 


négatifs. 
Sur les 19 tuberculines titrées par cette méthode, 6 — dont 
notre tuberculine-étalon de l'Institut Pasteur, — ont floculé en 


dilution & 1/10.000. Six autres n’ont fourni de floculat qu’en 
dilution & 1 p. 100. 

Pour différencier les tuberculines floculant au méme taux de 
dilution, nous avons fait suivre les chiffres des signes +, ++ 
ou ++-+ suivant l’intensité apparente du précipilé. (Voir 
tableau V et courbe IV.) 


TasteAu V. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par la méthode de floculation. 


TAUX 
de la dilution de tuberculine 
donnant un précipité 
avec 1 cent. cube de sérum 


NUMEROS PD ORDRE DES TUBERCULINES 


1/40 000 ++-+ (d) 


+ 


+ 
+ 
+ 
+ 
a 
be 
oe 
+ 
a 
+ 


(a) Tuberculines contenant 0,5 °/, d’acide phénique, 
(6) Les signes (+) (++) (+++) indiquent les différences de l’intensité du précipité. 


3° M&THODE DE TITRAGE PAR CUTI-REACTION 
CHEZ L’HOMME TUBERCULEUX. 


Ces expériences ont été effectuées dans le service de M. le pro- 
fesseur Léon Bernard a l’Hépital Laénnec. 


Des scarifications de 44 5 millimétres de longueur, distantes 


eG 
. 


Cod 
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les unes des autres de 25 millimétres au moins, furent faites 
sur la région externe du bras ou sur la face externe de la 
cuisse, les 3 supérieures servant toujours pour la tuberculine- 
étalon, les 3 autres pour la tuberculine a titrer. 

Chaque échantillon était dilué dans l'eau glycérinée a 
50 p. 100 pour obtenir un liquide de viscosité sensiblement 
anologue a celle des produits bruts. On employait ensuite soit 
la solution pure, soit des dilutions & 1/10, 1/100 et 1/500. 

Chaque tuberculine fut titrée sur quatre malades au moins 
et, dans les cas ow les réactions étaient négatives, les épreuves 
furent renouvelées avec la solution pure. 

La lecture des réactions était faite aprés vingt-quatre et qua- 
rante-huit heures. Dans quelques rares cas la réaction, appa- 
remment négative aprés quarante-huit heures, ne devint nette 
que le troisiéme ou le quatriéme jour. 

Le caractére de la réaction fut noté par les signes suivants : 

+-+-+ réaction trés forte; 

+--+ réaction forte; 
+ réaction faible, mais nette; 
c+ rougeur; 
0 négative. 

Comme les tuberculines humaines ou bovines sont habituel- 
lement employées, pour les réactions cutanées, 4 1’état pur, ou 
diluées 4 4/10, on peut établir dans une certaine mesure leur 
valeur respective en se basant seulement sur les résultats 
obtenus comparalivement avec la solution pure et avec la solu- 
tion au 1/10. C’est ainsi que les tuberculines II, IV, VIII, IX, 
X et XVII[ doivent étre considérées comme trés bonnes et pos- 
sédant une activité analogue a celle de l’étalon I. 

La valeurde la tuberculine V et surtout de la tuberculine VI 
est un peu faible, mais encore salisfaisante. 

Par contre, les tuberculines IU, XI, XIII, XIV, XVI et XIX 


‘n’ont aucune valeur pratique pour la cuti-réaction chez |’homme. 


On peut en dire autant des tuberculines XII, XV et XVI qui, 
méme employées pures, ne donnent qu’irréguliérement des 
réaclions positives. 

La tuberculine VII (précipitée) diluée& 1/10 donne des résul- 


tats: équivalents a ceux fournis par la tuberculine I (étalon). 
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Tasteau VI. — Résultats des cuti-réactions 
pratiquées chez des sujets tuberculeux 
avec les tuberculines commerciales. 


Tuberculine-étalon n° I. Tuberculine humaine n° II. 
Pure 1/10 1/100 1/500 Pure 1/10 1/100 1/500 
an 0 0 0 oe 0 0 0 
ao 0 0 0 5" 0 0 0 

Pan ar ae 0 = at 0 0 
sharps Seae 0 0 PE = Se 0 0 

a ais i) 0 + 0 0 0 
ap aa = — + — re + 
Tuberculine sans albumine n° III. 

= Binete alle 0 — 0 0 0 
= aede 0 0 as 0 0 0 
_ 0 0 0 — 0 0 0 
— ++ + 0 ~ 0 0 0 
spa = = — 0 == — = 

“eae a = = aS — a = 

a —| —| = 0 - | — ~ 

+f —-| — | = 0 —}| = - 

sear = = = 0 = = a 

Tuberculine humaine n° IV. 
++ -f- 0 = 0 0 0 = 
= 0 0 — = 0 0 _ 
+++] t+] 4 | - ++] + 0 - 
ee 0 0 = ot 0 0 ae 
++ 0 0 ~ ++ 0 0 - 
+ 0 0 _ a 0 0 — 
jor 0 — | —- + 0 ~ — 
+ 0 0 _ + 0 0 — 
af 0 0 = ai 0 0 ue 
Tuberculine bovine no V. 

+ ++] 9 7 = on ae 0 7 
He eel eal eae a 
Gimetaets Sa 0 a: PSE sP 0 = 

Tuberculine sans albumine n° VI. 

Shs aE 0 — ct 0 0 — 
PARSE Shae =F == ap 0 0 = 
44+] 44+] 44 ] — 44+] + 0 ~ 

ae ae 0 — 0 0 0 _ 
Tuberculine précipilée n° VII. 

++ dp 0 - — = 0 ~ 
as id 0 ss = 0 0 = 
0 — = 0 Ret 

0 0 0 = = . 0 — 

++ + def |il — + 0 ~ 

Gite SES aa = — ote 0 as 


ae 


Ss 
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Tuberculine-étalon n° I. 


Pure 


+ 
+ + 


++ 
+4411 1+H+ 


++ 


See a hin AG 


bt 
eb ee 


Tuberculine humaine n° VIII. 


ecocot+ 


eg 
++ P44 


I telco et-b> 


llllee 


+osoot 


||| lecete 


igkos oo > 


Fete | et forlh al ecco 


ae en a 


A Pt es a a 


Pure 1/10 1/100 1/500 
++ +| + + 
ae 0 0 0 
+++ | ++] 0 0 
aw 0 0 ae, 
— — + 0 
_ 0 0 0 
aL a =e ae 
+ ae 0 —_ 
nae +1 0 ~ 


Tuberculine bovine n° IX. 


_ ++ 0 0 
— | ++] 0 0 
—| ++] 0 0 
_ ++ 0 0 


Tuberculine bovine n° X. 


++ - 0 
+++ f}4+4++]} 4+ 
+ +] 0 
++ +] 0 

a 0 0 


bbb 


Tuberculine humaine n° XI. 


ocooocoo 
lll loo 


toftooo 


Tuberculine humaine n° XII 


ecoot 


0 0 
0 0 
0 0 
0 0 


Flee lee 


Tuberculine humaine n° XIII. 


coscootsoo 
[lllecceses 
I elaboeces 


eS ae 
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Tuberculine-étalon n° I. Tuberculine humaine n° XIV. 


1/100 1/500 Pure 41/10 1/100 1/500 


ee 


a eA i 
Pehl 
ll lloos 
l'|l bose 
Peer tal she'} 


Tuberculine humaine n° XV. 


o+cocotoco 

ot+coolftoc 

osooscococ]o 

eooeceoco]o 
> 

1) yt i A 


Plbae lets: | 


Tubereuline bovine n° XVI. 


Tuberculine aviaire n° XVII. 


Tuberculine mixte n° XVIII. 


+ 
[+++ 


0 
0 
0 
0 


Tuberculine aviaire n° XIX. 
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4° MirHopve DE TITRAGE PAR INTRADERMO-REACTIONS 
SUR LE COBAYE SENSIBILISK. 


Le titrage des tuberculines par ce procédé a été effectué sur 
des cobayes tuberculisés par injection  sous-cutanée de 


ATT 
LT 


all 
1.000 


Toux dela dilution de /e tuberculine 


AV 


He) tS WY Poe: wWwMmek i 0 WM mM WwW WwW Mw wm wx 
Numeros pe ges tubercuipes commerc/a/es. 


Course V. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par intradermo-réactions sur le cobaye sensibilisé. 


~@ milligr. 01 de bacilles tuberculeux bovins trés virulents 
a (souche bovine Vallée). Cing semaines apres I’infection, la sen- 
_:. sibilité des animaux fut recherchée par l’injection intrader- 
* mique de quelques dilutions de tuberculine étalon. Cet essai 
; préliminaire jugé satisfaisant, nous avons procédé au titrage 


#2 
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de l’activité des divers échantillons de tuberculine. A cet effet, 
les animaux recurent en injection intradermique 0 c.c. 1 
de tuberculine diluée du 1/10 au 1/2.500. Les solutions de 
tuberculine-étalon furent de 1/1.000, 1/1.500, 1/2.000, 1/2.500. 
En nous basant sur les données fournies par la cuti-réaction 
chez les sujets tuberculeux, nous avons eu recours, pour les 
échantillons qui s’élaient montrés peu actifs par cette méthode, 
aux dilutions faibles 1/10, 1/100, 1/500; et pour les autres aux 
dilutions fortes de 1/4.000 & 1/2.500. 

Aprés vingt-quatre heures et quarante-huit heures, la lec- 
ture des réactions intracutanées fut faite et nous donnons au 
tableau VII la moyenne des chiffres obtenus chez les divers 
animaux. (Voir aussi courbe V.) 


TasLteav VII. — Résultats du titrage des tuberculines commerciales 
par intradermo-réactions sur le cobaye sensibilisé. 


TAUX 


: ; de la dilution maximum 
NUMEROS D ORDRE DES TUBERCULINES de tuberculine 
provoquant une réaction 
intradermique 

eee, iat Sane eS APO, DA Soe ee oe ss 172,500 
MW). ds Lek Axe ee ee 4/100 
Wi od. | Ae ee AD, 2 eee eee 1/410 

A ee ee oe en oe ee oe ee 1/2.500 

ME i de.a8’s Bi ad a ee ee 4/1.500 
WV ak by. fe Shem dquo oe en ees 1/500 

NLL) s- & gece khatetayp ac ee ee 1/2.000 

Pilg s 2 VERS. lig ae Cee ean — 1/2.000 

TXMAS Be td oat pa Be ee 1/2.000 

ba Se Sees sae Pet ee ter eee Sl Be Don 3 4/4.000 
aie eee ae FON, Ce Oe, ara Mer Ros ee 0 
eee: Sek eae Oees Aw Se Se 4/100 
SD 92065 te ioe Ob See tiabo 
D0 INS ee ia ec STOO Oe os Mee oe HF ee oS 4/40 
DSN earners RE. RMP aE tra ah nT Mr lan Re 4/500 
CVE eee eh a es 1/300 
0G | Neer came me create «Rr iE gra Seti nc ck 1/4100 

XVI SS ari ect ae od a 4/1.000 
KEK SSE EY 9. eS ee ee ee 4/10 


Une tuberculine (tuberculine n° 1V) s'est montrée aussi 
active que I’étalon, et trois autres (tuberculines n° VII, VII 
et 1X) possédaient une activité trés voisine de celui-ci. Un seul 
échantillon (tuberculine n° XI) n’a pas donné de réaction a la 
dilution au 1/40. Pour trois tuberculines (III, XIV et XIX), la 


5 hae 
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réaction n’a pas dépassé la dilution au 1/10, et pour quatre 
autres (tuberculines IT, XU, XUlf et XVII), la dilution au 4/100. 

La comparaison de Da valeule des tuberculines, appréciée par 
la cuti-réaction chez les sujets tuberculeux et l’intradermo-réac- 
tion chez le cobaye, montre que les résultals sont assez concor- 
dants, surtout pour celles qui sont les moins actives. Parmi les 
tuberculines qui, par cuti-réaction, avaient été jugées ineffi- 
caces, sept sur neuf n'ont provoqué de réactions intradermiques 
qu’avec des dilutions ne dépassant pas le 1/100. Le taux de la 
dilution maximum active des deux autres était de 1/500. 

Les tuberculines V et VI, dont l’activité cutanée était suffi- 
sante, ont donné des réactions intradermiques au 1/1.500 et au 
1/500. Quant aux échantillons de valeur analogue en cuti-réac- 
tion & celle de l’étalon, leur activité réaclionnelle variait de 
1/1.000 au 1/2.500. Nous notons toutefois une exception : la 
tuberculine n° IT, dont la valeur avait été jugée égale & celle de 
Pétalon par cuti-réaction et qui s’est montrée peu active par 
injection intradermique. La dose réactionnelle de cette tuber- 
culine n’a pas dépassé la dilution au 1/100. 

Nous tenons a faire remarquer qu il est important, pour le 
titrage par cette méthode, de posséder des cobayes adultes bien 
résistants, pesant de 450 grammes a 600 grammes, & peau 
blanche, sinon les caractéres de la réaction locale peuvent étre 
atténués et d’interprétation douteuse. 


Conclusions. 


L’étude comparative que nous avons pu faire des diverses 
méthodes qn’en l'état actuel de nos connaissances il est pos- 
sible d’utiliser pour le titrage des tuberculines nous conduit 
& proposer au Comité d’Hygiéne de la Société des Nations les 


‘conclusions suivantes : 


4° Le procédé de titrage par la toe de fixation du com- 


- plément ne permet pas de mesurer la toxicité des tuberculines. 


Il expose & de multiples causes d’erreurs résultant : 
a).De ce que les milieux de culture (sauf certains milieux 


q 2 synthétiques, tels que celui de Sauton) ont par eux-mémes des 


propriétés antigénes plus ou moins marquées et trés variables; 


394 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


6) Du fait que certains bacilles paraluberculeux (fléole par 
exemple) peuvent produire des substances dont Je pouvoir 
antigéne in vitro est comparable a celui de la tuberculine brute, 
alors que les paratuberculines sont dépourvues de toxicilé pour 
les animaux tuberculeux. 

2° Le procédé de titrage par la réaction de floculation pour- 
rait s'appliquer & la plupart des tuberculines, mais & la con- 
dition expresse de disposer d’un sérum précipitant étalon. Or 
un tel sérum, ayant un pouvoir floculant assez élevé, est trés 
difficile & obtenir. 

D’autre part, cette réaction n’a aucun caractére de spécificité 
et elle ne traduit en aucune maniére la neutralisation de la 
tuberculine par l’anli-sérum. 

3° La méthode initiale de Robert Koch (modifiée par Olto et 
par d’autres expérimentaleurs) de mesure 2n vivo de la toxicité 
des tuberculines par la détermination de la dose mortelle en 
vingt-quatre heures pour le cobaye tuberculeux, donne des 
résultats approximatifs sur l’une des propriétés des tuberculines 
(pouvoir toxique pour l'animal tuberculeux). Elle ne tient aucun 
compte du pouvoir antigéne. Elle nécessite le sacrifice d'un 
grand nombre de cobayes pour le titrage d’une méme tubercu- 
line comparativement avec une tuberculine-étalon qu il est 
indispensable de posséder. Elle est, de ce fait, tres cotiteuse et 
peu pratique. 

4° Les cuti-réactions en séries paralléles, chez ’homme tuber- 
culeux, permettent d’évaluer comparativement la valeur dia- 
gnostique des diverses tuberculines ou les effets de diverses 
dilutions d'une méme tuberculine sur un seul ou sur plusieurs 
malades. Mais les résultats qu’elles fournissent manquent de 
précision parce qu'une partie seulement de la tuberculine intro- 
duite dans les scarifications est absorbée. En outre, elles néces- 
sitent des incisions épidermiques multiples que les malades 
acceptent difficilement, et il n’est pas stir quelles soient inof- 
fensives. On ne peut donc les utiliser que dans des circon- 
stances exceptionnelles. 

5° L’inoculation intradermique, pratiquée en séries paral- 
léles chez le méme animal préalablement sensibilisé (cobaye 
ou bovin tuberculeux), fournit les résultats de beaucoup les 
plus satisfaisants. Elle permet de mesurer sur le méme sujet 
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Vactivité (pouvoir toxique et pouvoir antigéne) de plusieurs 
tuberculines comparées & une tuberculine choisie comme étalon. 
Elle est incontestablement spécifique puisque ni les paratuber- 
culines, ni la malléine, ni les bouillons glycérinés ne déter- 
minent de réactions comparables & celles que produisent les 
tuberculines, et puisqu’elle est inoffensive pour les sujets sains. 
Elle ne nécessite qu'une faible dépense d’animaux et les 
risques d’erreurs provenant de l’inégale sensibilisation de 
ceux-ci sont réduits au minimum par l'utilisation d'un méme 
animal pour plusieurs tuberculines. 
Elle donne des indications plus précises que les autres 
méthodes, plus faciles & interpréter, plus rapidement obtenues. 
Il importe toutefois d’observer qu’elle ne permet pas de 
déterminer la valeur absolue d'une tuberculine (toxicité et 
pouvoir antigéne) vis-a-vis'des différentes espéces animales 
sensibies, Elle ne vaut que pour lespéce animale soumise a 
Pépreuve, de sorte qu'une tuberculine titrée, par exemple, sur 
le cobaye tuberculeux, peut manifester une activité toxique ou 
un pouvoir antigéne différents pour le beeuf et pour homme. 
D’ou, pour chaque tuberculine, la nécessité d’un contrdle 
portant sur des sujets tuberculeux appartenant a l’espéce ani- 
male & laquelle J usage de cette tuberculine est destiné (obser- 
vations : Annexe D). 


Les faits et observations qui précédent nous obligent donc & 
conclure qu’en raison de notre ignorance actuelle de la nature 
des substances actives qui entrent dans la constitution des 
tuberculines, il est sans doute prématuré de proposer l’adop- 
tion de régles internationales pour la mesure de l'activité de 
ces produits. Il importe que leur tilrage fasse encore l’objet de 
' recherches expérimentales. Toutefois on peut utilement recom- 
mander aux divers laboratoires qui préparent des tuberculines 
commerciales d’en effectuer le contréle de préférence par le 
procédé des réactions intradermiques en séries, comparati- 

_ vement avec une tuberculine-étalon sur un méme animal sen- 
 . sibilisé.’.. 
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ANNEXE A 


QUESTIONNAIRE. 


a) Préparation de la tuberculine brute (vierlle tuberculine). 


1. Quelles races de bacilles tuberculeux utilisez-vous? 

2. Quelle est la composition du milieu de culture? 

3. Quel est le pH initial de votre milieu de culture? 

4. Quelle est la durée du séjour de la culture a I’étuve? 

5. La culture est-elle tuée avant la filtration : 

par la chaleur? 
par un autre procédé? 

6. Le volume de la culture est-il réduit par évaporation avant 
ou apres la filtration? 

7. La filtration s’effectue-t-elle sur : 

papier filtre n° marque 
bougie n° marque 

8. Stérilisez-vous le filtrat ainsi obtenu : 

par la chaleur? 
par un autre procédé? 

9. La tuberculine brute que vous délivrez constitue-t-elle un 
mélange de diverses tuberculines provenant de races ou de 
souches bacillaires différentes? 

10. Si tel est le cas, quelles sont les proportions de tuberculine 
de race humaine, bovine ou aviaire contenues dans le 
mélange? 

11. Délivrez-vous une tuberculine diluée? 

12. Si tel est le cas, & quelle dilution de la tuberculine brute 
correspond-elle? 

13. Ajoutez-vous aux tuberculines que vous délivrez une sub- 
stance conservatrice, et, si tel est le cas, quelle est la 
nature et la proportion de la substance ajoutée? 

14. a) Délivrez-vous d’autres préparations que la tuberculine 

brute de Koch? 
6) Pouvez-vous indiquer, au moins sommairement, le mode 
de fabrication, leurs propriétés et leurs caractéres? 
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c) Sont-elles destinées au diagnostic des affections bacil- 
laires ou a leur thérapeutique? 

d) Préparez-vous et délivrez-vous des dilutions de tuber- 
culine brute, ou d’autres tuberculines (lesquelles) 
destinées spécialement aux réactions cutanées ou 
intradermiques? Sous quelles formes délivrez-vous 
ces préparations ? 


b) Procédé de titrage de la tuberculine brute. 


15. Procédez-vous 4 un titrage régulier de votre tuberculine 
brute? 

46. Un titrage est-il rendu obligatoire par la loi? 

17. Pratiquez-vous le titrage sur Je cobaye tuberculeux? 

18. Quelle est la technique suivie et la race employée pour 
rendre le cobaye tuberculeux? 

19. Procédez-vous 3:'une 6preuve préliminaire, destinée a 
montrer si les cobayes sont aptes & servir au titrage défi- 
nitif? 

20. Par quelle voie introduisez-vous, chez le cobaye tubercu- 
leux, la tuberculine & titrer ? 

21. Titrez-vous par rapport 4 une tuberculine-étalon ou appré- 
ciez-vous seulement la toxicité de votre tuberculine par son 
effet sur le cobaye? 

22. Quel est le laboratoire d’ot provient votre luberculine- 
étalon? 

_ Depuis quand |’employez-vous? 
Est-elle conservée sous forme sees ou solide? 
Kst-elle stable? 

23. Effectuez-vous un titrage préliminaire et un titrage défi- 
nitif? 

24. Pratiquez-vous le titrage définitif par un ou plusieurs pro- 
cédés? 

95. Titrez-vous la tuberculine zn vitro et, si tel est le cas, votre 

procédé de titrage repose-t-il sur le principe: 

de la déviation du complément? 
de la précipitation? 
- dautres réactions biologiques? 
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26. Titrez-vous la tuberculine & l'état brut ou aprés dilution? 
27. Soumettez-vous la tuberculine & d’autres épreuves qua 
celle de l’évaluation de sa toxicité spécifique? 


ANNEXE B 


Liste DES 34 LABORATOIRES AYANT REPONDU AU QUESTIONNAIRE. 


Allemagne. 
1, Behringswerke, Marburg. 
2. Meister Lucius und Brinig, Hoechst a. M. 
3. E. Merck, Darmstadt. 
4, Chemische Fabrik Schering, Berlin. 
Australie. 
5. Commonwealth Serum Laboratories, Melbourne. 


Autriche. 


6. Staatliches Seroltherapeulisches Institut, Vienne. 
Alpenlandische Serum Werke, Graz. 


Brésil. 


8. Institut Brésilien de Microbiologie, Rio de Janeiro 
9. Institut Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. 


Canada. 

_ 10. Biological Laboratory, Ottawa. 
Chili. 

11. Institut d’Hygiéne expérimentale, Montevideo. 
France. 


12. Institut Pasteur, Paris. 


Grande-Bretagne. 


13. The Lister Institute, Londres. 
14. The Wellcome Physiological Laboratories, Beckenham. 
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15. Evans Sons, Lescher et Webb Limited, Higher Runcom 
(Cheshire). 
46. MM. Duncan and Flockhard, Londres. 


17. 


18. 
a 
20. 
24. 
22. 


23. 
24. 
25. 
26. 


naire. 


27. 


28. 


Italie. 


Laboratorio Bruschettini, Génes. 


Japon. 


Institute for infectious diseases, University, Tokio. 
Kitasato Institute for infectious diseases, Tokio. 
Hoshi Pharmacy (?. 

Ishigami Institute. 

Osaka Kessei Yakuin (Serum Pharmacy). 


Pays- Bas. 


Rijks serum inrichting, Rotlerdam. 

Institut pour maladies parasitaires et infectieuses, Utrecht. 
Institut de Pathologie comparée, Leyde. 

D" Veenbaas, Leeuwaarden, Service d'Hygiéne vétéri- 


Pologne. 


Professeur Odo Bujwid, Cracovie. 


Roumanie. 


Faculté de Médecine, Bucarest. 


Suéde. 


Laboratoire Bactériologique de Etat, Stockholm. 


. Institut vétérinaire de |’Etat, Stockholm. 


Tchéco-Slovaquie. 


. D‘ Veleminsky, Prague. 
. Laboratoire Médica, Prague. © 
. Sero-Therapeutic Institut, Ivanovice, Moravie. 


Ukraine. 


4. Institut Sanitaire Bactériologique, Kharkoff. 
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correspondant 

au numéro dordre 
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a l'annexe B 
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RACES 


des hacilles utilisés 
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COMPOSITION 
du milieu de culture 


son pH initial 


4 souches hu-|i kilogramme de viande 


maines, 2 sou- 
ches bovines. 


de cheval, 4 kilogrammes 

deau, 3 p. 100 de gly- 

cérine, 4 p. 100 de pep- 

tone, 0,5 p. 100 de Na(l. 
pH =7,4 a 7,2. 


Bacilles humain,|Bouillon glycériné pep- 


bovinetaviaire. 


toné. 


pH = pas déterminé. 


Bacilles humain]/Extrait de viande, pep- 


et bovin. 


Bacille humain. 


Bacilles humain|1grammede veau,1cent./6 semaines 


et bovin. 


Bacilles humain,|t 
bovinet aviaire. 


Bacille bovin. 


Bacilles humain|Bouillon simple, glycé-|2 mois. 


et bovin. 


tone ot Bi CoHnG: 
pH=6,6. 


cube d’eau, 1 p. 100 de 
peptone, 0,5 p. 100 de 
NaCl, 5 p. 100 de gly- 
cérine. 

PUS==738. 


p. 100 de peptone. 
bouillon, 6 p. 100 de 
glycérine. 

‘pH'= 1,2. 


Bouillon de boeuf glycé-|4 & 6 semaines. 


riné a 2,5 p. 100. 
pH = 6,4. 


riné a 6 p. 100. 
pH =e 


AGE } 

de stéri, 

des cultures 
des cud 


3 mois et plus. |Par la coy 


4 & 6 mois. 


or 


2 mois. 


2 heures 
rilisatiop 
vapeur. | 


2 mois. 


——————EE 


Par la cha 


Par la cha 
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ERCULINE SUR LE MODE DE PREPARATION DE LA TUBERCULINE BRUTE. 
EE SES ESE SIS I DE EEE BIS EY EE ILRI SEAR NERD SEES 


MODES MODES FORMES 
"de filtration de conservation sous lesquelles 
{ de concentration des tuberculines concentrées les tuberculines sont délivrées 
pn 


entration avant filtra-|A l'état pur, sans nouyeau|Tuberculine humaine, bovine 
a. Filtration sur pa-| haulage. Addition de 0,5 p. 100] et mixte, concentrée ou 
r filtre n° 602. d’acide phénique. diluée 4 1/10. 


entration avant filtra-|A l'état pur, sans nouveau|Tuberculine humaine, Perl- 
nA. Filtration sur pa-|  chaullage. Addition de 0,5 p. 100] sucht tuberculine, tubercu- 
E d’acide phénique. line aviaire, concentrées. 


entration avant filtra-|A état pur; sans nouveau|Tuberculine humaine con- 
n. Filtration-sur pa-| chauffage. centrée. 
r filtre et bougie. 


— -- Ertuban. 


Oration avant filtra-[A J’étal pur, sans nouveau/Tuberculines humaine et bo- 
1. Filtration sur un] chautfage. Addition d’un mé-| vine concentrées et diluées 
e Buchner compre-| lange de 100 parties d’acide| de 1/10 a 1/100.000. 
it2couches depapier| phénique et 15 parties d’eau 

re, 1 couche d’ouate| en proportion de 0,5 p. 100 

2 couches de papier} d’acide phénique pur. 

re. 

f 
SERIE 


ielion, puis filtration|Le filtrat est stérilisé par la]Tuberculine humaine, bovine 


Papier filtre. chaleur. Addition de 0,5p.100] et aviaire délivrées sépa- 
_ de tricrésol aux tuberculines} rément 4 |’état brut. Dilu- 
“ concentrées. tions jusqu’au 1/100.000 de 
‘i tuberculine humaine pour 
> le traitement. 


an 


tion, puis filtration|Le filtrat est stérilisé par la|Tuberculine bovine concentrée 
papier filltre n° A. chaleur. ou diluée. 


on, “puis: filtration Le filtrat est stérilisé par la|Tuberculine humaine et bo- 
ougie Chamber-| chaleur. © vine concentrée ou diluée 
| ia Ce Gua au 1/10. 


: ‘ame ; 28 
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RACES 


des bacilles utilisés 


Bacille humain. 


Bacille bovin. 


Bacille humain, 


Bacilles humain 
et bovin. 


Bacille bovin. 


COMPOSITION 
du milieu de culture 


son pH initial 


Bouillon glycériné. 
pil —o159 


Glycérine 5 p. 100, sucre 


Bacilles humain 
et bovin. 


Bacilles humain 
el bovin. 


Bacilles humain 


et bovin. 


4p. £00, sel 0,5.p. 100, 
peptone 1 p. 100, infu- 
sion de boeuf ou de 
veau. 


jo beat 


Bouillon de viande de 
beeuf avec pommes de 
terre hachées. Macéra- 
tion 24 heures, filtra- 
tion, stérilisation. 

pH =7—7,2. 


Bouillon de veau pepto- 
nisé gly cérinéa 4p. 100. 
pH = 6,.ae1,8. 


Bouillon glycériné a 
5 p. 400. Le bouillon 
est formé dune diges- 
tion trypsigue de. viande 
de cheval. 

pH = 7,8. 


Bouillon de veau glycé- 
riné. 
Pile Jeoeds tal 


Bouillon de veau glycé- 
ring. 
jal sls 653), 


Bouillon de veau stan- 
dard glycériné i 5p. 100. 
pH = 7,2 a 7,3. 


AGE 


des cultures 


4 mois. 


10 a 12 semaines. 


2 mois. 


6 semaines. 


6 &.8 semaines. 


10 & 24 semaines. 


6 a 10 semaines. 


5. semaines. 


| 
Mé 
des ten 


des et 
Aucun. | 


3 heures 
clave 2 


Par la o 


Parla € 


| 
| 
| 
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MODES 
de filtration 


et de concentration 


ration sur papier, puis 
ur bougie Chamber- 
and... 

# 

duction aprés filtration 
ur papier filtre et bougie 
flandier. 


4:- 


duction avant filtration 
sur papier filtre Laurent. 


‘ 


duction avant filtration 
sur papier Chardin. 


uction apres filtration 
ir papier filtre. 


MODES 
de conservation 


des tuberculines concentrées 


A Vétal pur, sans nouveau 
chauffage et addition de 
0,5 p. 100 dacide phénique. 


Chauffage 1 heure a 100° et 
addition de 0,5 p. 100 d’acide 
phénique. 


Le filtrat est stérilisé par la 
chaleur et additionné de 
0,5 p. 100 d’acide phénique. 


Le filtrat est stérilisé par la 
chaleur. 


A Jélat pur, sans nouveau 
chaullage. Addition de 0,5 p. 100 
dacide phénique. 


‘duction apres filtration 
paipe de papier et 
ugie Berkefeld. 


t P. T. évaporées au 
; du volume initial, 
ées et puis évaporées 
4/10. Filtration sur 
Ougie. 


étion aprés filtration 
‘papier filtre. 


. 


Le filltrat n’est pas stérilisé 
mais additionné de 0,5 p. 100 
dacide phénique. 


Chauffage 4 100° pendant une 
demi-heure el addition de 
0,5 p. 100 d’acide phénique 
pour T. et P. T. 

IT. O. A. et P. T. O. chauffées 
A 60-70°. ; 


Le filtrat est stérilisé par la 
chaleur. 


FORMES 
sous lesquelles 


les tuberculines sont délivrées 


Tubereuline mixte humaine 
et bovine concentrée ou 
diluée au 1/10. 


Tuberculine bovine concentrée 
ou diluée suivant son ac- 
tivité. 


Tuberculine humaine con- 
centrée ou diluée au 41/10 et 
plus. 


Tuberculine mixte, 75 p. 100 
de bovine et 25 p. 100 d’hu- 
maine concentrée ou diluée 
au 1/10. 


Tuberculine concentrée ou 
diluée en proportions égales } 
avec de l'eau phéniquée a 
0,3 p. 100. 


Tuberculine humaine ou bo- 
vine concentrée ou diluée 
au 4/10. 


Tuberculines humaines ou bo- 
vines concentrées ou diluées. 


Tuberculine humaine ou bo- 
vine concentrée ou diluée: 


_ 


Oo 
ee 


LES NOMS 
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20 


23 


24 


25 


sont mentionnés 
A Vannexe B 


ANNALES 


RACES 


des bacilles utilisés 


Bacille humain. 


Bacille humain. 


Bacille humain. 


Bacille humain. 
Bacille humain. 
Bacille humain. 
Bacilles aac 
bovin et aviaire. 


Bacille bovin. 


Bacilles humain, 
bovin, du pore, 


du beuf. et 


aviaire. 


DE L’INSTITUT PASTEUR 


COMPOSITION 
AGE 


du milieu de culture 
des cultures 


son pH initial 


a) Bouillon de viande|40 4 50 jours. 
glycériné. 
b) Milieu & lceuf-de Bes- 
redka. 
c) Milieu & lceuf d’aprés 
une méthode person- 
nelle. 
je Meare 


A500 grammes de viande|8 semaines. 
de beeuf, on ajoute de 
leau pour obtenir 4 litre 
de bouillon, 10 grammes 
de a ernie 5grammes 
de sel, 40 grammes. de 
glycérine. 
pu =6,8 — 7. . 
Bouillon ordinaire, 4. p. 400]/5 semaines. Par la ch 
de peptone, 4 p. 100 Jheurea 
de glycérine. 
pH = 6,8 —7. 


| 

. r s : 
Bouillon peptoné glycé-|8 semaines. Par la chal 
riné a 4p. 100. } 


Bouillon peptoné a 4 p. 100,|4 semaines. 
glycériné a3 p. 100. 
Dial: 


Bouillon peptoné A 1. p. 100,|4 & 8 semaines. |Par la chal 
glycériné a 4 p. 100. 
pu 


=? 


Bouillon de pomme de|8 semaines. 
terre, glycériné A 5 p. 100. 
pil 0.0.. 


Bouillon glycériné. 6 semaines. 
\ 


pH=6. 


Bouillon ordinaire glycé-|6 semaines. 
riné a 2,5 p. 400. 
piu — 1,25 
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MODES ~« MODES FORMES 


de filtration de conservation sous lesquelles 


et de concentration des tuberculines concentrées les tuberculines sont délivrées 


duction aprés filtration|Le filtrat des cultures en|Tuberculine humaine con- 
sur papier Chardin pour} bouillon est stérilisé par la] centrée. 
‘les cultures en bouillon.| chaleur. 
‘Les cultures en milieu 
ia Veeuf ne sont pas con- 
ees 


éduction avant filtration|Le liquide filtré n’est pas sté-|Tuberculine humaine con- 
Sur papier. rilisé, mais additionné de] centrée. 
| 0,5 p. 100 dacide phénique. 


éduction avant fillration|Le liquide filtré n'est pas|Tuberculine humaine con- 
Sur toile et papier filtre.|| chauffé, mais on y ajoute| centrée ou diluée du 1/4 
0,5 p. 100 d’acide phénique.| au 1/1.000. 


éduction apres filtration|Le filtrat est stérilisé par laj/Tuberculine humaine con- 
sur papier filtre. chaleur et additionné de] centrée ou diluée de 1/10 
0,5 p. 100 d’acide phénique.| a1/1.000. 


éduction aprés filtration|Le fillrat n'est pas stérilisé,|Tuberculine humaine brute. 
sur papier filtre. mais on y ajoute 0,5 p. 100 
d’acide phénique. 


oncentration avant fillra-|Le filtrat n'est pas stérilisé,]Tuberculine humaine con- 
tion sur plusieurs cou-| mais on y ajoute 0,5 p. 100} centrée et diluée de 1/10 
ches de papier filtre. dacide phénique. au 1/4.000 et au dela. 


sduction apres filtration|Le fillrat est slérilisé par la}Tuberculine humaine, bovine 
sir papier filire et awiante.} chaleur. et aviaire concentrée et 
| diluée au 41/10. 


Sduction avant filtration|Le filtrat est stérilisé par la|Tuberculine bovine concentrée, 
Sur papier filtre. . chaleur. réservée seulement pour 
gy ophtalmo-réaction. 

_———$—$ $$ 

_ 

iduction avant filtration|Le filtrat est stérilisé par la}Tuberculine concentrée ou 
sui papier Chardin. chaleur. diluée suivant les demandes. 
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uméro d 


au t 


two 
for) 


30 


31 


34 


t mentionnés 


sor 
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| RACES 


= |des bacilles utilisés 


\Bacille bovin. 


Bacille humain. 


Bacille humain. 


Bacille humain. 


Bacille bovin. 


Bacilles humain 
et bovin. 


Bacilles humain 
et bovin. 


Bacilles humain, 
boyvin et équin. 


Bacilles humain 
et bovin. 


COMPOSITION 
du milieu de culture 


son pH initial 


Eau de pomme de terre, 
bouillon peptoné & 1p. 100, 
NaCl a 0,5 p. 100, gly- 
céring a 5 p- 100. 

pH=6. 


Bouillon de boeuf, pep- 
tone 1,5 p. 100, NaCl 
0,5 p. 100. 

pH = 1,5. 


Bouillon de boeuf pep- 
toné et glycériné a 
4 p. 100. 

Hinge 


Bouillon de beeuf, NaCl 
3 p. 100, peptone 4 p. 100, 
elycérine 400, 
NaH? PO* 4 p. 100. 

puH=6,7 . 6,9. 


Bouillon peptoné et gly- 
cériné ordinaire. 
pu = acide. 


Bouillon glycériné ordi- 
naire. 
pH = alcalin. 


Bouillon de boeuf glycé- 
riné. 
pH = 6,8 a 6,9. 


Bouillon ordinaire gly- 
cériné a 9 p. 100. 


pH = 7,2 a 7,6. 
Bouillon peptoné a 1 
et lveet iné 43 a 100 
pH =6,6 a 6,9. 


AGE 


des cultures 


——— ne 


6 semaines. 


3 a 4 mois. 


2 43 mois. 


6 a § semaines. 


2 mois. 


6 A418 mois. 


6 semaines. ” 


2a 3 mois. 


0\2 4 3 mois. 


)parlae Ne 

rise chars} 
80°C. pp: 
plusieryp: 
res, réefe 
volume|}: 
el filtre| 


Par la cit| 
i 


Par la chi 


Parla cha 
. 

Aucune ¢§ 
sation. | 


Par la che 
| 


Par la cha 


Aucun. 
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MODES MODES FORMES 


de filtration de conservation sous lesquelles 


et de concentration des tuberculines concentrées les tuberculines sont délivrées 


La tuberculine B mest pas|Tuberculine bovine concentrée. 
stérilisée. 


action avant filtration 
ir papier Chardin ou 
hleicher. 


Le filtrat est chauffé deux fois|Tuberculine humaine con- 
4 100° pendant 30 minutes.} centrée ou diluée a 1/10. 


#évaporation aprés sé- 
entation ou filtration 
r papier filtre. 


p is}/La culture est mise en am-|Tuberculine humaine con- 
cantalion aprés sédi-| poules aprés décantation elt} centrée ou diluée au 1/4 
entation pendant 15 4] chauffée a100° pendant 30 mi-| dans la glycérine neutre. 
jours. nutes. 


Le filtrat est chauffé & 60° et]/Tuberculine humaine con- 
additionné de 0,5 p. 4100] centrée. 
d’acide phénique. 


ction aprés filtration 
r bougie Berkefeld. 


:. avant filtration|A V’état pur, sans nouveau|Tuberculine bovine concentrée. | 


‘ papier. chauffage ni addition d’anti- 
septiques. 
ration sur papier. Addition de 1 p. 100 de phénol.}Tuberculomucines humaines 


et bovines pures non diluées. 


uction aprés filtration|Le filtrat est stérilisé par la}Tuberculine humaine ou bo- 
r papier filtre. chaleur et additionné de} vine concentrée. 
phénol. 


uction avant filtration|Le filtrat est chauffé a 110-120°.)Tuberculine brute polyva- 
t papier filtre. lente (2 parties de tuber- 
A culine humaine, 4 p. de 

tuberculine bovine et2 p. de 
; tuberculine équine). Dilu- 
as tions au 1/10. Tuberculines 
; réservées a l’usage vétéri- 


= } naire. 


tion avant filtration|Le filtrat est tyndallisé et ad-|Tuberculine humaine ou bo- 
-papier filtre. ditionné de 0,5 p. 100 d’acide} vine concentrée et diluée 
oe phénique. au 1/4 jusqu’a 1/5.000. 
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ANNEXE D 


OBSERVATIONS DE CAS MONTRANT LES DIFFERENCES OBTENUES 
PAR LES DIFFERENTS PROCEDES. 


Tuberculines n® III et X. 
Tuberculines n* XV, XVI et XII. 
Tuberculines n* XVI,IV, V et X. 
Tuberculines n®* 1X et VI. 


Tusercutines n° III er X. — Elles possédent le méme pouvoir 
antigéne. La premiére précipite au taux de la dilution 1/10.000 
(mais la présence d’acide phénique peut modifier ce résultat et 
n’a aucune action en cuti et intradermo-réaction). La deuxiéme 
précipite 4 la dilution au 1/1.000; posséde en cuti-réaction une 
activité égale & étalon et en intradermo-réaction une activité 
moyenne. 


Tusercutines n° XV, XVI, XII. — La valeur de ces tubercu- 
lines, appréciées par la cuti-réaction, est pratiquement nulle et 
trés minime par l’intradermo-réaction. Les n° XV et XII ont 
une valeur antigéne (70) égale et le n° XVI une valeur double 
(150). Les taux de la précipito-réaction sont de 1/410.000, 
1/1.000 et 1/100. 


Tusercutines n° XVI, IV, V er X. — Ces 4 tuberculines pos- 
sédent un pouvoir précipitant égal de 1/1.000. Deux d’entre 
elles, n* XVI et X, ont une valeur antigéne trés forte (150 et 
200 unités); leur activité en cuti et en intradermo-réaction est, 
pour l'une trés faible, et pour l’autre forte. 

Les deux autres tuberculines n* IV et V ont une valeur anti- 
géne moyenne (90-70 unités) et leur activité en cuti-réaction est 
insuffisante pour les considérer comme de tres bonnes tuber- 
culines. Toutefois, en intradermo-réaction, la tuberculine lV se 
montre supérieure 4 la tuberculine V. 


_Tusercuuine n° IX. — Celle-ci posséde une forte activité en 


MASSON ET C*, EDITEURS 
LIBRAIRES DFE L’ACADEMIE DE MEDECINE 
120, BORLEVARD SAINT-GERMAIN, 120 —="PARTS.— VI° ARR 


eeeeeee88888hhbeee 


AVRIL 1926 


B 
/ipegsce a te ae eae 


NUMERO 117 


R. C. Paris 15.234 


= 


SSN are 


nges Nutritifs 


-$04 SAIPVIDIU Sap ‘SAa1]sasIp SaLpv]vUL Sap SJUaMa}IV4] S23] UNDvYO 39 ‘@LUQUI-IN] $}1199 TBAB [nb saporse sey nol & 


‘saStjiaa sop ‘ourvsSiw ey ap ‘aapeydad ve] ap yuowa}esy | SLUT 4UO sj] — ‘onbyynedesgy} BI ap VOIP etuatsio1 

np alyoiiue ysa,s enbyewojduds anbynadesay} ey =| aun aljresed jUuoJ o1ANe UOS 9P gyyeulsiio,, juvjoed 
“939 ‘sunsgs | S24 JUTE 2G OP SAmzesogeyjo? Sel jy, psnofny 

‘SUIDDBA 3 a/V20] atunwm| INS 9{NOfe 9J9 B e[IIJIe UL) ‘anbiulya s4souseiqd 


‘s39 ‘aidesayzohs9. ‘xesoyjowneud ‘sues np uols | Np UOryIpYy oG vy jlessieavd souretues sanbjenb e A q] 
. "I OSE sowunjoa xnop Us 91fo¥y 
‘NOSE guuoueD “4 OOF g4y01g “soundy gh ooav saded ZOO! Ip OUINIOA I 


A \ 


"sinajes0qeT[oo Say Jed goja[dWI09 Jo ONADI ‘WOIPPY OuQISIOLL 


‘NOSU] 19 GUVDAS ‘INID-LNIVS ‘xIOg “LOFONOW 
“AVONILUVYW ‘YALA ‘NOWO'] ‘ACYOEV’] eaW ‘ugINQDaW U0] ‘SNAUNV’] $981004) ‘sassOdsaq] 
$in9j20q, sep uores10qeT]O9 Bl JAAR : 
SHIGVIVW SAG LNAWALIVUL — SANOLdUWAS SAC LNIWSLIVEL 
SANOILLNAdVUFHL SANOINHOAL — SANOILLNAdVYAHL SLNADV 


onbiulyy anbiynedesay |. 


- 


LONILYVW °V 


SUNFLIGA “91D LY NOSSVW 


veer | MASSON ET Ci*, EDITEURS 


ie 
\ : ea hE ree ee er ee ee 


P. LECENE 


Professeur A la Faculté de Médecine de Paris, 


R. LERICHE 


Professeur a la Faculté de Médecine de Strasbourg. 


; Thérapeutique Chirurgicale 


Tome Ill. — (Vient de Parajtre 


) Abdomen et Organes Génito-Urinaires, par P. LECENE. 
Un volume de 646 pages. — Broché. 50 fr. Cartonné toile. 60 fr. 


\ 
\ 


Tome I. Généralités, Membres, par R. LERICHE. (Parattra en Mai (1926). 


A 


Tome Il, — Téte, Bouche, Cou. Thorax, Glandes Mammaires, par P. LECENE. 


Rachis, Bassin, par R. LERICHE. Nez, Oreilles, Larynx, par F. LEMAITRE, 
professeur agrégé a la Faculté de Médecine. (Paraitra en Mai 1926). 


Cet ouvrage de conception entiérement nouvelle | et « d’ordre purement intellectuel » ainsi que ‘les - 
comprend trois parties essentielles : résultats sont étudiés avec développement. © 
1° Les indications du traitement chirurgical. Les indications thérapeutiques que lon p ut 
2° La réalisation de ces indications. méedico chirurgicales et qui forment le , 
A 3° Les résultats que donne Vacte chirurgical exé- entre la médecine et la chin 
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le chirurgien de carritre L 
les idées générales qui guident le chirurgien dans 
lexécution d'une opération, le but précis qu'il se 
propose et les procédés varies qu'il peut employer 
pour le réaliser. 

Les discussions et les indications, actes essentiels 


‘et se contentent dex 


par M. Loeper, 
professeur agregé a 
la Faculté de Mede- 


cine de Paris, mede- 


Lecons de 


Pathologie Digestive 


ES 


6° Série 


cin de l’Hdpital Te-— 


non. 1 vol. de 274 pages avec 47 fig. 22 fr. 


On trouvera dans cette série traités les sujets sui- 
vants: 

L’épreuve de la leucopedese gastrique — Leucopedese el 
ulccre de Vestomac — Leucopédese et intoxication diges- 
live -- L’appréciation radiologique de l'activite secrétotre 
de l'estomaé par le temps de rupture des capsules opaques — 
Le diagnostic topographique des ulceres de Leslomac — 
Les éperons et niches de la petite courbure — L’estomac 
biloculaire d'origine ulcereuse — A propos de la syphilis 
gastrique — Le fonctionnement de la muqueuse gastrigque 
“ans le cancer de V'estomac.— Les gastronevrites — Les 
generalisations cutances du cancer de lestomac — Les 
jours de jeune au cours du traitement des angio-cholécysitles 
crdoniques — Les indications des cures bhydrominerales 
hans les ulcéres de Vestomac, etc., elc. : 


attentive 


Les opinions indiquées dans ce traité sont celles des 
auteurs; on y retrouveraet l’expérience collective, qui 
se dégage de la lecture des livres et des mémoires 
spéciaux et surtout leur vaste expérience personnelle. 


a par R. Lericke 
professeur de clini- 
que chirurgicale a la 
Faculté de Strasbourg 
et A. Polieard, | 
professeur d’histolo- 
gie A la Faculte de 
Lyon. Un vol. de 230 pages avec 33 fig. 28 fr. 


Les Problémes a 


j@ de la Physiologie 


Normale et Pathologique 


@ © deVOs @ @ 


Depuis dix ans, les auteurs n’ont cessé d’observer 
les multiples aspects des évyolutions normales et patho- 
logiques de los, de réfléchir aux problémes qu’elles 
posent, den chercher les solutions diverses de toutes 
facons, par [histologie, la radiographie, lobservation 
et lexpérimentation directe chez l'homme. 

Ge livre est la synthése de ce travail entierement 
original. — MM. Leriche et Policard ont retenu dans 
les travaux antérieurs ce qui leur paraissait acquis défi- 
nitivement, en éliminant les hypotheses caduques. 

En un mot, cet ouvrage présente une « théorie » 
nouvelle, confrontée avec les travaux plus anciens. 
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B fa. 


Professeur de Clinique “Médicale a la Faculté. 


Membre de l’Académie de Médecine 


Deux volumes formant ensemble 1220 pages avec 167 figures. . © © © © © © « 


Ce beau livre est le résultat et la synthese de quinze 
années d’un patient labeur, et l’on ne sait ce qui doit 
étre le plus admiré des deux rares qualités qu'il unit: 
le souci d’une documentation exhaustive, la stireté de 
jugement dans la construction. 

Concu sur un plan nouveau, écrit d'une seule main 
(et pour ce motif plus homogene que ces ouvrages qui 
ne sont que des compilations écrites en collaboration), 
ce volume groupe une « bibliotheque » de documents 
sur les innombrables recherches dont la nutrition nor- 
male et pathologique a fourni la matiere. Il fixe l’état 
de nosconnaissances au premier quart du xx® siécle sur 
cette partie de la médecine qui comprend tant de ques- 
tions coinplexes, discutées, et en perpétuelle évolution, 

Dans les traités classiques, les descriptions patltolo- 
giques des troubles nutritifs ont encore pour base 


——— 


La Librairie Masson et C'* envoie gratuitement 


principale les symptémes dominants dont on s’appli- 
que a faire des maladies distinctes. Dans cet ouvrage. 
conformément a l’évolution de la médecine, c'est la 
physiologie qui sert de base a leur étude. Les désordres 
qui surviennentdans les actes élémentaires de la nutri- 
tion y sont envi-agés non pour deéfinir les maladies, 
mais pour guider l'interprétation pathogénique des 
phénomenes morbides observés en clinique. Plutot 
qu’une description des maladies de la nutrition, telles 
que les distingue la pathologie classique, on y trouve 
exposés les troubles de la nutrition dans les maladies. 
tels que doit les étudier la pathologie générale. 

Un index alphabétique tres complet, qu’on pourra, 
consulter comme un véritable « dictionnatre », facili. 
tera la recherche des renseignements que l’ouvrage 
contient, sur des points particuliers, 


a 


son catalogue général avec table analytique des matiéres et de: 


auteurs ou son catalogue méthodique des ouvrages de médecine ef ses bulletins de Nouveautés publies pértodiquement. 


Les ouvrages édités par la Librairie Masson et, “ie 


sont en vente chez tous les libraires. — Les commandes qui sont adressées 


directement a la Librairie Masson et C'e, accompagnées du montant de leur valeur augmentée pour frais de port et d’emballage de 15 °/, 
pour la France et de 20 °/, pour l’étranger, sont exécutées sans délai, — Compte Cheques Postaux, No 599. 
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cuti et intradermo-réaction alors que son pouvoir antigéne est 
des plus fazbles (40 unités). Sa valeur de précipitation est plutot 
de moyenne grandeur, correspondant & 1/2.500. 


Tusercutine n° VI. — Tuberculine sans albumose précipitant 
fortement (1/5.000). Son pouvoir anligéne est /aib/e (40 unités). 
Sa valeur réactionnelle, appréciée par la-cuti et l'intradermo- 
réaction, est moyenne. 


« 


NOTE ADDITIONNELLE 


Des recherches intéressantes ont été récemment effectuées 
par Laidlaw et Dudley ({), Howard Mueller (2), sur la nature 
de certains éléments spécifiques du bacille tuberculeux ou dela 
tuberculine. Se basant sur les travaux de Zinsser et Park sur 
les résidus antigénes du bacille de Koch, et de Avery et Heidel- 
berger sur l’extraction de certains produits du pneumocoque, 
ces auteurs ont soumis une grande quantité de produits tuber- 
culeux (1 kilogramme de bacilles ou 1 litre de tuberculine brute) 
a une série de longues et laborieuses manipulations chimiques 
qui les ont conduits 4 peu prés aux mémes résultats. 

Laidlaw et Dudley sont parvenus & isoler une substance 
spécifique sous forme d’une poudre blanche, soluble dans l'eau. 
Les essais d’identification de ce produit leur ont permis de le 
considérer comme un complexe hydrocarboné du groupe des 
pentoses. Mis en contact avec un sérum précipilant de cheval, il 
donne encore une réaction nette en dilution 4 4/6.000.000. 
Quoique cette substance soit spécifiquement précipitable, on ne 
peut pas cependant la considérer comme un Vérilable antigéne, 
car elle ne provoque pas la formation d’anticorps et elle 
n’augmente pas le taux des anticorps du sérum des animaux 
immunisés. D’autre part elle ne semble avoir rien de commun 
-avec. le principe actif de la tuberculine, car les intradermo- 
réactions effectuées chez les cobayes tuberculeux avec des solu- 
- tions, méme concentrées, restent toujours négatives. 


(4) British Journ. of Exper. Pathology, t. VI, n° 4, 1925, p. 197. 
(2) Journ. of Exper. Medicine, 1926, n° 4, p. 1-9. 
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Howard Mueller a recherché si la fraction de la tuberculine 
responsable des réactions spécifiques chez le cobaye tuberculeux 
était, ou non, de nature protéique. Opérant d’abord avec de la 
tuberculine brute, il a pu constater que les substances préci- 
pitables différent de celles qui provoquent les réactions intra- 
dermiques. Sous l’action des enzymes protéolytiques, la tuber- 
culine perd la propriété de donner des réactions cutanées. 
D’autre part, par acidification du précipité alcoolique, on 
obtient un précipité donnant seulement la réaction cutanée. 
Si, par contre, le précipité alcoolique de la tuberculine est trailé 
par l’acide tannique, il se forme une substance donnant une 
forte réaction de floculation et pas de réactions cutanées. 

Utilisant ensuite une tuberculine préparée sur un milieu 
synthétique, il est parvenu, apres de nombreuses précipitations 
alcooliques et acides, & isoler une substance précipitable par un 
sérum spécifique en dilution 41 p. 2.000.000, et ne provoquant 
pas de réaction cutanée en dilution & 1 p. 1.000., Elle contient 
0,3 p. 100 d’azote, un peu de phosphore, et elle donne, comme 
celle isolée par Laidlaw, les réactions typiques des hydrates de 
carbone. Eile posséde aussi la propriété de fixer le complément. 
Aussi Mueller conclut-il que la tuberculine ne peut pas étre 
titrée par les réactions de précipitation ou de fixation du com- 
plément parce que, dans ces méthodes, interviennent des 
facteurs différents de ceux qui déterminent les réactions 
cutanées. 


i. a) 


TRANSMISSION EXPERIMENTALE DU BOUTON D'ORIENT 
(CLOU DE BISKRA) A L’HOMME PAR 
PHLEBOTOMUS PAPATASI (SCOPOLI), 


par Kou. et Er. SERGENT, L. PARROT, A. DONATIEN et M. BEGUET. 


Le 21 novembre 1921, M. Roux, directeur de J! Institut 
Pasteur de Paris, présentait a l’Académie des Sciences, en 
notre nom, une nole dans laquelle nous relations bri¢évement 
une expérience posilive de transmission de la leishmaniose 
cutanée (clou de Biskra) 4 homme, par l'intermédiaire d'un 
Psychodidé piqueur du groupe des Phlébotomes, Phlebotomus 
papatast (Scopoli) [42]. L’observation clinique du bouton 
d’Orient ainsi obtenu, |’étude du ,virus isolé de la lésion et 
diverses autres préoccupations scienlifiques ont longtemps 
retardé la publication des délails de cette expérience. Nous les 
exposons aujourd hui. 


I. — Hypothéses étiologiques. 


On sait le nombre important de travaux et d’hypothéses 
auxquelles l'épidémiologie et l’étiologie du bouton d’Orient 
donnérent licu depuis plus d’un siécle et surtout au cours des 
vingt-cing derniéres années. L’historique en a été tracé de 
facon magistrale par A. Laveran [9]. Tour a tour, l’eau de 
hoisson (Willemin, Poggioli), l’aclion irritante des poussiéres 
siliceuses du désert (Sonrier), la débilitation de l’organisme 
provoquée par le climat saharien (Alix, Sériziat), la mouche 
domestique (A. Laveran, Carter, Row, Wenyon), puis des 
Arthropodes piqueurs ; la punaise (Patton, Cimex rotundatus), 
des Culicides (Edm. et Et. Sergent, Grabhamia subtilis ; 


. A. Billet, Anopheles chaudoyet; Wenyon, Culex fatigans, 
. Stegomyia fasciata), les Simulies (Fink) ont été suspectés de 
-favoriser ou de déterminer l’apparition de la dermatose. 
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ROLe pu pHLEBOTOME. — En septembre-octobre 1904, Edm. et 


Et. Sergent se font piquer sans résultat par une quinzaine de— 


phlébotomes, a, Biskra, dans une maison ot des boutons 
d’Orient avait été précédemment contractés [4]. Pressat, dans 


un ouyrage paru en 1905 [2], figure un diptére qu’Edm. Ser- | 


gent reconnait, la-méme année, comme étant un PA/edolo- 
mus [3], avec cette légende : « semble jouer un réle important 
dans la propagation du bouton d’Orient ». Plus tard (1909), 
malgré l'insuecés des premiéres tentatives de _ Biskra, 
Edm. Sergent persiste & considérer le phlébotome, et nomina- 
lement Phlebotomus papatasi, comme l’agent inoculateur de la 
leishmaniose [4-5]. Wenyon, en 1911, bien qu’inclinant @ 
soupconner surtout le Stegomyia de transmettre le « bouton des 


dattes » de Bagdad, n’exclut pas le rdle possible des Phlebo- — 


tomus {6}. En 1914, les connaissances alors acquises sur la~ 


biologie de ces petits insectes, dont certains parasilent norma- 
lement les Reptiles (Roubaud, Howlett, Townsend, Schannon), 
et la découverte chez un lézard trés commun a Biskra, le gecko 
ou tarente (Tarentolu mauritanica L.), d'un flagellé sanguicole 
morphologiyuement trés voisin des formes de culture~ de 
Leishmania tropica, conduisent Edm. Sergent, Et. Sergent, 
G. Lemaire et G. Senevet & formuler la double hypothése de 
Phl. minutus var. africanus « vecteur » et de Tarentola mauri- 
tanica « réservoir de virus » du bouton d’Orient [7-8]. Kn 1919, 
Patton admet également qu’en Mésopotamie la leishmaniose 
cutanée est étroitement liée a la présence des phlébotomes [10]. 


NOUVELLES OBSERVATIONS tt1I0Locigues. — Interrompues 
durant la grande guerre, les recherches de l'Institut Pasteur 
d’Algérie concernant l’étiologie du bouton -d Orient furent 
activement reprises dés 1919. L’observation attentive du foyer 
endémique de Biskra et l'étude des Arthropodes vulnérants de 
la région nous amenaient bientot 4 incriminer derechef, et par 


éliminations successives, Phlebotomus papatasi. L’absence de. 


punaises dans les milieux purement indigénes of sévit te 
« clou de Biskra », le sige assez fréquent des boutons sur 


certaines parties du corps, la face dorsale des pieds. et les - 


malléoles, par exemple, qui, chez les Européens, ne sont géné- 


ralement découvertes que pendant la nuit, la constatation de 


3 
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cas authenliques en un point désert ot manquaient totalement 
les mousliques nous permettaient d’écarter une fois de plus les 


Cimicides, puis les insectes piqueurs diurnes (Tabanides, 


Slomoxes, Cératopogoninés, Simulies), puis encore, parmi les 
piqueurs nocturnes, les Culicides. Les habitudes sous-yestimen- 
mentaires des poux de corps et des Pulicides formaient, d’autre 
part, un contraste trop évident avec les localisations communes 
de l’affection, ainsi que Wenyon l'avait déja fait remarquer [6], 
pour gu’on put hésiter a les négliger d’emblée. Enfin, dans le 
groupe méme des phlébotomes, qui restaient ainsi seuls 
suspects (1), les mceurs de Phlebotomus var. africanus, peu 
domestique et dont la prédilection pour les Reptiles nous 
apparut plus étroite encore et plus exclusive qu’il ne nous avait 
de prime abord semblé, opposées & celles de Phlebotomus papa- 
asi, i ses fréquents rapports avec homme; la prédominance 
de cette derniére espéce sur les autres représentants du genre 
et leur extréme abondance dans Ja région de Biskra fixaient 
décidément l’orientation de nos efforts. 


Il. — Etude expérimentale. 


Cest ainsi qu’en juin 1921 un programme de travail fut 
élabli comportant : 1° la capture, aussi intensive qu il se pour- 
trait, de PAl. papatast femelles en diverses localités du Sud 
constantinois connues comme infeclées de bouton d’Orient 
(oasis d’El Kantara, d’E] Outaya et de Biskra), durant la saison 
chaude imminente; 2° leur transport, 4 |’état vivant, jusqu’a 
l'Institut Pasteur 4 Alger, soit & une distance de 600 kilo- 
métres; 3° des'essais de transmission de la leishmaniose & 
homme, par piqires visibles, en nourrissant ces inscctes, a 
Alger, sur quatre sujets volontaires « neufs » ou apparemment 
tels ; 4° dans le cas ot les papatasi se refuseraient a piquer, 


(1) La théorie de la transmission directe de la leishmaniose cutanée, de 
malade A homme sain, défendue par G. Blanc et J. GCaminopetros [41] pour le 
bouton de Créte, ne peut étre invoquée dans la trés grande majorité des cas 


- algériens de bouton d‘Orient. Elle n’expliquerait d’ailleurs pas l’apparition de 
~ clous. sporadiques hors des grands centres d’endémie. La méme objection 
_*siapplique A I’hypothése de la propagation, mécanique ou autre, par la 
*mouche domestique. 
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des essais de transmission par l’inoculation aux mémes sujets | 
du produit de broyage de phlébotomes dans une quantité | 
minime d’eau physiologique ; 5° accessoirement, et si lenombre | 
des insectes parvenus vivants & Alger le permettait, ’inocala-_ 


tion A la souris blanche et au singe soil de ce produit de 


broyage méme, soit des flagellés qu’on en pourrait obtenir par _ 
la culture ; 6° larecherche directe des flagellés dans l’organisme _ 


des papatast, apres dissection, et dans le liquide employé aux 
diverses inoculations. 


* 
ae 


La premiére partie de ce programme fut réalisée du 45 juillet | 


au 15 septembre 1921. Elle avait pour point de départ lidée 
que, vu, d’une part, le petit nombre des atteintes annuelles de. 
bouton d'Orient parmi les populations de la zone d’endémie 
leishmanienne et étant donné, d’autre part, Ja fréquence des 
phlébotomes et la multiplicité de leurs attaques dans cette zone, 
la proportion des insectes infectants ou porteurs de virus 
devait étre trés faible. En deux mois, on recueillit 2.666 PAd. 
papatasi 9, dont plus de la moitié & Biskra, dans les batiments 
de lhopital militaire. A cette occasion, on put vérifier que les 
seuls phlébotomes existant & Biskra sont Ph/. papatasi et PAl. 
minutus var. africanus, constatation qui facilita beaucoup la 
détermination, a l'état vif, des femelles capturées (13). Il sulfit, 
en effet, d'un peu d’habitude — et, dans le cas particulier, le 
capteur n’en manquait point — pour distimguer ces deux 
espéces l'une de l’autre, au premier coup d'eil ef & distance. 

Sur les 2.666 papatasi récoltés, 2.282 (1) furent expédiés a 
Alger, en trente envois successifs, formant 23 lots. Les 
insectes eurent beaucoup a souffrir du transport qui s’effectuait 
par la poste et durait en moyenne trois jours. La plupart (4.723) 
succombérent en cours de route. Malgré les précautions prises 
(enveloppement des blocs-cages d’expéditiom dans du papier 
mouillé et de l’herbe verte), leurs cadavres arrivaient & |’Ins- 
litut complétement secs et inutilisables. Dans ces conditions, 
on dut réduire le nombre des inoculations prévues pour les 


(1) A ce chiffre sajoutent 8 Phl. pernicioyus et 56 Phi. minutus var. africunus 
capturés fortuitement a El Kanlara, en méme temps que des papalasi, dun 
méme coup de tube de chasse. 
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souris blanches et pour les singes et s'inquiéter surtout des 
essais de transmission & homme. Encore les phlébotomes 
survivants parvinrent-ils 4 destination fort mal en point; toutes 
les tentalives faites, de nuit comme de jour, en vue de les 
décider & piquer restérent infructueuses. Dés lors, il fallut 
limiter les expériences & Vinoculation du produit de broyage 
des papatasi. 


* 
Be 


ExpirIeNCES DE TRANSMISSION. — On procéda uniformément 
d'aprés la technique suivante : 4 leur arrivée, les phlébotomes 
sont tués par des vapeurs de chloroforme, leurs appendices, 
pattes et ailes sectionnés. On les triture ensuite dans un verre 
de montre, avec quelques gouttes d’eau physiologique & 
9 p. 1.000. Puis, la plus grande partie de la suspension ainsi 
obtenue est déposée sur des scariftcalions de la peau, pra- 
tiquées au vaccinostyle sur les avant-bras des volontaires 
Sed..., Set..., D... et B..., en des points minutieusement 
repérés. On examine le reste au microscope, soit directement, 
soit aprés coloration au Giemsa, pour la recherche des formes 
flagellées ou autres du virus du bouton d’Orient. Les papatasz 
composant un méme lot sont broyés ensemble et inoculés & un 
seul et méme volontaire. Chez les souris blanches, le liquide 
est injecté a la seringue dans la cavité péritonéale; pour le 
singe (Macacus inuus), on opére de la méme facon que pour 
Phomme. 

Les tableaux ci-dessous (I, II, Ill, [V) donnent, en ce qui 
concerne chaque sujet d’expérience, le nombre de papatasi ? 
expédiés du Sud constantinois, la date et le lieu de leur 
capture, le nombre d’exemplaires survivants broyés et inoculés, 
la date de Yinoculation & Vhomme et, quand il y a Neu, a la 


souris ou au singe, et enfin le résultat obtenu. II n’est pas sans 


intérét de noter ici que les volontaires Sed..., Set... et B... sont 
nés en Algérie et ont séjourné a plusieurs reprises et longue- 


ment, durant I’é6té ou durant l’automne, en pays de bouton 
-d Orient. D..., au contraire, habite la colonie depuis dix-huit 
‘«, Mois seulement; il n’a fait qu'un seul et rapide voyage au 
_’ Sahara, en octobre 1920. 


” & la suite de ces inoculations répétées, les volontaires Sed..., 
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Set... et B... ne présentérent rien d’anormal. Les pelites plaies 
de la peau produites par les scarifications guérirent toutes en 
trois ou quatre jours sans laisser de trace. Il en alla de méme 
chez l'unique singe employé. Les souris blanches moururent 
au bout de dix 4 quarante jours; l‘examen microscopique de 
leurs divers organes, la rate et le foie en particulier, ne montra 
aucun signe de contamination. En revanche, le volontaire D... 
vit apparaitre, le 13 novembre 1921, en un point de son avant- 
bras gauche, correspondant exaciement, d’apres les repéres, 
a l’inoculation du 20 aovit (7 Phi. papatasi!), un bouton d'Orient 
typique dont |’évolution devait durer sept mois. En voici main- 
tenant l’histoire. 


Observation clinique et parasitologique. — Jusqu’au 13 novembre 1921, D...n’a 
présenté aucun trouble de l'état général. Comme chez les autres volontaires, 
toutes les scarifications d’inoculation ont guéri trés rapidement. Le 13 no- 
vembre au matin, D... constate lexistence, sur le tiers supérieur de son 


K 


Fic. 1. — Bouton d Orient expérimental au seiziéme jour. 


-avant-bras gauche, 4 3 centimétres au-dessous du pli du coude — point 


précis ol, comme nous venons de le dire, des scarifications avaient été 
opérées le 20 aout — d'une papule centrée d’une petite crotte, non doulou- 
reuse et non prurigineuse. Le 14 novembre, l’aspect de la Iésion est le 
suivant : papule ronde, rougeatre, de 4 millimétres de diamétre, entourée 
d'une collerette épidermique rappelant la collerette de Biett des papules 


_-syphilitiques. Au centre, fine crotite adhérente, de 2 millimétres A peine, 


Au-dessous de cette crottelle, une ulcération punctiforme. En dehors de la 
‘ .papule, zone d infiltration hyperhémique de 1 centimétre de diamétre. Pas 
de réaction ganglionnaire, épitrochléenne ou axillaire. 


29 
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L’examen microscopique du produit ‘de gratlage au vaccinustyle de 
lulcération sous-jacente a la croutelle y déctle des Leishmania nom- 
breuses, libres ou englobées par des macrophages. Méme constatation le 
jer décembre. 

Le bouton grossit lentement au cours des jours suivants (fig. 1). Le 
7 décembre, la papule proprement dite atteinl 5 millimetres de diamétre, la 
croutelle, qui s'est reformée et saillit davantage, 3 millimétres, et la zone 
d infiltration périphérique,-de teinte violacée, 15 millimétres. La croutelle 
enlevée, l'ulcération primitive, presque comblée, apparait moins profonde : 
il s'agit plutot d'une simple érosion. A cette date, la papule est légerement 


Fic. 2. — La lésion aprés quatre mois et demi. Vue de profil. 


scarifiée au vaccinostyle, sous teinture diode; on ensemence A la pipette la 
sérosité qui en sourd dans 13 tubes de gélose NNN. La culture est reconnue 
positive le 14 décembre : 4 des tubes, placés 4 l’étuve & 22-240, contiennent de 
nombreuses formes Leptomonas. 

Le 16 décembre, la croutelle centrale s'est détachée spontanément. Il n’y a 
plus d'ulcération sous-jacente. La papule, de 6 millimétres de diamétre, 
rouge sombre, apparait uniformément plane et recouverte d’une mince pelli- 
cule brillante, aux reflets nacrés. L’auréole érythémateuse, de teinte 
vineuse, s’est un peu allongée transversalement vers le bord externe du 
membre et ovalisée. Elle mesure 18 X 20 millimétres. Desquamation légére a 
la surface. L’examen microscopique de la sérosité obtenue par scarification 
de la papule montre de nouveau des Leishmania nombreuses, libres ou intra- 
leucocytaires. 

Le 13, janvier 1922, la lésion, dont les dimensions n’ont pas sensiblement 
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changé, offre l’aspect d’un placard érythémato-squameux, lupiforme, a 
Squames assez nombreuses et adhérentes, d'un rouge vineux marqué. Un 
peu en dedans du centre, une crotte s’est reformée, acuminée, de 3 milli- 
métres de diamétre. Sous cette crotte, d’une ulcération de 2 millimétres, a 
bords nets et taillés 4 pic, exsude un liquide clair, trés riche en Leishmania. 

Le 1°" février, méme aspect général. La croute acuminée, grisatre et séche, 
a seulement un peu grossi (5 millimétres). Le placard érythémato-squameux 
s'est encore étendu vers la face postéro-externe de lavant-bras; il mesure 


Fic. 3. — La lésion aprés quatre mois et demi. Vue de face. 


\ 


20 X23 millimétres. Le 15 février, ses dimensions sont de 30 45 mil- 
limétres. . 

Du 15 février au 7 avril, cette extension progressive de la zone d'infiltration 
érythémato-squameuse continue jusqu’a atteindre 4069 millimétres. La 
croute excentrique, toujours séche et tres adhérente, saillit de plus en plus 
en un cone irrégulier, mesurant 10 millimétres a la base (fig. 2 et 3). Le 
7 avril, un cataplasme de fécule de pomme de terre est appliqué, qui la 
détache ainsi qu'une partie des squames périphériques et découvre une 
ulcération irrégulitrement ovalaire, 4 grand axe perpendiculaire a l’axe de 
Vavant-bras, mesurant 15 millimétres de longueur sur 9 millimétres de largeur 
en son milieu et d'une profondeur moyenne de 3 millimétres. Les bords en 


sont taillés a pic, le fond bourgeonnant (fig. 4). Ce cratére occupe le tiers 
interne du placard érythémato-squameux qui montre, a la place des squames 


tombées, une série de dépressions cupuliformes et de fissures minuscules. 
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L’examen microscopique décéle encore la présence de Leishmania peu nom- 
breuses dans le produit de raclage au vaccinostyle du fond de lulcération 
principale. 

A partir du 7 avril, le bouton est pansé, deux fois par jour, avec des com- 
presses imbibées d'une solution d’urotropine a 5 p. 100, suivant la méthode 
préconisée par F. G. Duckworth (1). Rapidement, l'ulcération principale et les 
petites ulcérations secondaires satellites évoluent vers la guérison; 
Vensemble de la plaque érythémateuse prend une teinte rosée vive; cratére, 
cupules et fissures se comblent par bourgeonnement. Le 2 mai, la cicatri- 
sation paraissant presque complete, on cesse les pansements a l’urotropine 


Fic. 4. — Cinquiéme mois. La lésion aprés la chute de la crotte. 


pour y substituer des applications de dermatol en poudre. On assiste alors 4 
une aggravation subite. Le cratére s’ouvre de nouveau; la zone d’infiltration 
se creuse d’érosions, de dépressions multiples, serpigineuses, suintantes et 
bientot recouvertes de croutes épaisses. Le 8 mai, aprés décapage, elle 
apparait fissurée, ravinée, comme vermoulue. On trouve pour la derniére 
fois des Leishmania non rares dans |’exsudat du cratére et au niveau d’une 
petite ulcération secondaire de la marge érythémateuse. 

Du 8 mai au 4° juin, les pansements 4 l’'urotropine sont repris, avec le 
méme résultat que précédemment. Guérison définilive le 15 juin, sept mois 
aprés la premiére constatation de la papule initiale. Il reste une cicatrice 
rose foncé, criblée de dépressions polymorphes, qui se pigmente rapidement 
et fortement par la suite. Aujourd’hui (décembre 1925) cetle cicatrice indélé- 
bile mesure 35X55 millimétres. La pigmentation s’est beaucoup atténuée; 


(1) F. G. Duckwortn, Oriental sore. Practitioner, 406, n° 5, mai 1924, p. 377. 
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les dépressions présentent une teinte blanc nacré qui tranche avec le ton 
rouge de certaines saillies chéloidiennes apparues peu a peu au voisinage 
du siége de l’ulcération principale et sur la partie inféro-externe de la zone 
@infiltration ot elles revétent la forme de deux cordons paralléles (fig. 5). 
Pendant toute la durée de son évolution, la lésion ne s’est accompagnée 
d’aucune douleur spontanée; elle était cependant trés sensible au contact, 
surtout lorsque la chute de la crotte protectrice eut mis l'ulcération a nu. A 


hic. 5. — La cicatrice aprés quatre ans. 


aucun moment, on n’a constalé de réaction ganglionnaire ni de lymphangite. 
Pas de signes fébriles. A trois reprises, en février, mars et avril 1922, et a 
trois semaines d’intervalle chaque fois, I)...a été atteint de troubles généraux, 
caractérisés par des crises de tachycardie et de polyurie, surtoul nocturnes, 
et de la lassitude, dont Vorigine n’a pu étre exactement précisée, mais vrai- 
semblablement attribuables au surmenage intellectuel et physique. D... se 


‘ livrait, en effet, &’ ce moment, a des travaux de laboratoire aussi absorbants 


que pénibles. 

Des examens successifs du sang de D... onl montré des modifications de la 
formule leucocytaire toutes pareilles A celles que l’on observe dans les cas 
de bouton d’Orient naturels : mononucléose, avec prédominance tantét des 


~ lymphocytes leucocytoides, lantét des lympholeucocytes (grands mononu- 
.eléaires et. formes de transition). Les résultats de ces examens sont résumés 
-." ef-dessous : 
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Exrérrence D : Formule leucocytaire. 


= el fu] a 
ca fa mn =| Nn for) 
= aN =a an oe Ba 
gS | 23 | aS | 2& 3 % 
aun a ~~ = =n — < 2 
5 Le ie rey - oD 
= aA 
Poly. neutrophiles. .... .- 64 35 35 53 45 68 
— éosinophiles...... 3 155 45.5 4 2 35 
— hasophiles< .. .:s=_-; 0 0 0 4 (4) | 4,5 (A) 4 (4) 
Lymphocytes vrais. ... ... 24,5 8,5 5 4,5-] 40 43 
— leucocytoides 6,3 | 42,5 | 28,54" 26.5 ono 8 
Lympholeucocytes. .....| 5 42,5 | 30 18 9 6,5 


(1) L’apparition des polynucléaires basophiles (mastzellen) est consécutive a un traite- 
ment préventif de larage que D. dut subir au cours de la deuxiéme quinzaine de mars 1922. 
Pour ces divers examens, le sang était prélevé au niveau du lobule de l’oreille. 


RECHERCHE DU PARASITE CHEZ LES PHLEBOTOMES. — La recherche 
du parasite du bouton d’Orient, a l'état frais ou aprés colora- 
tion au Giemsa, dans le liquide de broyage qui servit aux 
expériences de transmission donna un résultat négatif pour 
tous les lots d’insectes, y compris le lot infectant du 20 aot. 
D’un autre cété, l’examen du contenu du tube digestif de 423 
papatasi et de 41 minutus var. africanus 9, pratiqué dans le 
Sud constantinois quelques heures aprés la capture, ne fut 
pas plus heureux [43]. 


Etude du virus transmis par Phl. papatasi. 


Du point de vue morphologique, les Leishmania vues & plu- 
sieurs reprises sur les frotlis provenant du bouton de D... et les 
Leptomonas obtenues par la culture en milieu NNN, & 22-24°, 
ont montré tous les caractéres, d’ailleurs assez peu distinctifs, 
quil est classique d’attribuer & Leishmania tropica : 1° orga- 
nismes ronds ou ovoides, libres ou contenus dans des macro- 
phages, de 245 » de diamétre ou de longueur sur 2 a 4 uw de 
largeur, pourvus d'un noyau, d'un centrosome arrondi ou 
bacilliforme et d’un rhizoplaste [15]; 2° flagellés polymorphes, 
ronds, ovalaires, piriformes ou fusiformes, trés mobiles, 
mesurant de 4 a 20 ». de longueur, non compris le flagelle, sur 
15% 44 de largeur et se multipliant par division longitudi- 


: 
4 
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nale; noyau médian ou submédian; centrosome situé dans le 
tiers antérieur de |’élément; flagelle dépassant sensiblement 
en longueur le corps proprement dit; pas de membrane ondu- 
lante. Tendance marquée a la formation de rosaces dans les 
tubes de culture (NNN et milieu liquide hémoglobinisé de 
Row). Ces formes Leptomonas ont pu étre conservées jusqu’a 
ce jour (décembre 1925), soit pendant plus de quatre ans, et 
subir 77 repiquages en NNN sans rien perdre ni de leur 
apparence objective, ni de leur faculté de multiplication 
m vitro. 

L’observation directe et la culture ne permettant pas d’iden- 
tifier, avee toute la rigueur désirable, le virus transmis & 
Vhomme par Phi. papatasz, c’est-a-dire de lassimiler définiti- 
vement a Leishmania tropica, il était indiqué de vérifier si 
Vinoculation & des animaux sensibles corroborerait les argu- 
ments fournis déja, en faveur de cette assimilation, par l’aspect 
clinique et l’évolution du bouton de D. Les expériences entre- 
prises dans ce sens ont porté sur la souris blanche et sur 
le chien. 


INOCULATIONS A LA SOURIS BLANCHE. — Qn sail, depuis les 
travaux de R. Row, de R. Gonder et de A. Laveran [9] que le 
virus du bouton d’Orient est transmissible & la souris blanche, 
chez qui il provoque soit une infection généralisée, avec ou 
sans lésions de la peau, soit des tuméfactions ulcéralives au 
niveau du testicule et du scrotum. Ces derniéres se produisent 
avec une grande fréquence, sinon de facon constante, lorsqu’on 
introduit les flagellés de culture directement dans le testicule 
ou dans la cavité péritonéo-vaginale. 

Le 24 avril 1922, on inocule 6 souris blanches males, par la 
voie péritonéale, chacune avec 1/2 cent. cube de cultures en 
milieu NNN (liquide de condensation) du virus D, provenant 
du sixiéme repiquage et dgées de vingt et un jours. 5 de ces 


x 


souris meurent au bout de deux & trois mois et demi, non 


-infectées. La sixitme succombe aprés quatre mois et huit jours. 


Dexamen microscopique révele la présence de Leishmania nom- 


«. - breuses dans la rate, le foie et les testicules. Aucune lésion 


cutanée. 
Le 12 aotit, 5 souris blanches males recoivent par la méme 
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voie 1/2 cent. cube de cultures du onziéme repiquage, agées 
de vingt et un jours, & flagellés et formes rondes assez nom- 
breuses. Pas d’infection. 

Le 3 novembre, 1 souris blanche male est inoculée, par la 
voie péritonéale encore, avec le liquide de condensation de 
4 tubes d’une culture du quinziéme passage, agée de douze 
jours, contenant de trés nombreuses formes flagellées, la plupart 
agelutinées en rosaces énormes. 5 autres souris regoivent le 
liquide de condensation de 2 a 5 tubes de la méme culture 
dans le testicule et le récessus vagino-péritonéal droits. Ces 
6 animaux sont sacrifiés ou succombent au bout de trois 4 cing 
mois et demi aprés avoir présenté toutes les mémes Iésions : 
tuméfaction croissante de la région scrotale, puis ulcération de 
la peau & ce niveau; tres nombreuses Lezshmania dans les tissus 
péritesticulaires, le foie, larate, la moelle osseuse, les ganglions 
lymphatiques et dans un certain nombre de leucocytes du sang 
duccur. L’histoire d’une de ces souris peut étre relatée comme 
typique des infections ainsi obtenues. 


Souris of n° 6. — Inoculée le 3 novembre 1922 dans le testicule droit avec 
le contenu de 5 tubes NNN. Le 2 décembre, la tuméfaction scrotale com- 
mence; les deux testicules, saillants, surtout le droit, ont perdu leur mobi- 
lité et « ne rentrent plus ». Le 20 décembre, la tumeur égale en volume un 
gros pépin dorange. Le 17 janvier 1923, elle a atteint le diamétre d’une 
grosse noisette. Au centre, petite crotite recouvrant une ulcération ronde, 
de 3 millimétres d’ot' s’écoule un pus épais, de teinte rougeatre, tres riche 
en Leishmania. Le 9 mars, cette ulcération mesure 4 peu prés le diamétre 
dune piéce de 4 franc; le fond est constitué par un tissu lardacé, blanc-gris, 
trés friable. Au-dessus, crotte dure qui s’enléve d’un bloc, comme un oper- 
cule. Vers le 17 avril, une sorte de sillon d’éJimination se creuse tout autour 
de la lésion. L’animal maigrit trés visiblement. Il meurt cacheclique le 
18 mai. A l’autopsie on constate que la peau de la région scrotale entiére a 
disparu; le testicule droit est aux trois quarts détruit, le testicule gauche 
intact, mais un peu grossi et dur 4 la coupe. Hypertrophie trés marquée de 
la rate et des ganglions lymphatiques sous-cutanés précruraux. Présence de 
nombreuses Leishmania dans la rate, le foie, le testicule droit, et le sang du 
coeur. 


Des essais de transmission de linfection de souris & souris 
par la voie testiculaire ont donné également un résultat positif. 
L’évolution des lésions a seulement été plus rapide. 


Le 10 avril 1923, la souris ¢ 7 recoit intra lestem 1/4 de cent. cube du pro- 
duit de broyage, dans l'eau physiologique, de la tumeur testiculaire de la 
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souris of 4, inoculée par injection intrapéritonéale de cultures du quinziéme 
passage. Le 30 avril, petite tumeur sous-cutanée, de la grosseur d’un pois, a 
droite du scrotum. Le 10 mai, petite crouite de 2 millimétres au centre dela 
saillie para-scrotale. Le 4 juin, cette crotte atteint 8 millimétres de dia- 
métre, Au-dessous, ulcération d’ot sourd un pus épais, contenant de trés 
nombreuses Leishmania. L’animal se cachectise rapidement et meurt le 14 juin, 
en deux mois, L’autopsie montre une tumeur para-scrotale ulcérée, englobant 
le testicule droit. Le testicule gauche est normal et mobile. La rate, trés 
augmentée de volume, mesure 20 8 millimétres. Le ganglion précrural 
droit est également trés hypertrophié. Présence de Leishmania nombreuses 
dans la paroi de l'ulcération, le ganglion précrural droit, la rate, le foie et le 
sang du cceur (4 Vinlérieur de grands mononucléaires, et méme libres). 

La souris ¢& 8, inoculée le méme jour, dans les mémes condilicns, meurt 
le 6 juin aprés avoir présenté aussi une tumeur para-scrotale, bientét ulcérée. 
On trouve des Leishmania assez nombreuses dans le ganglion précrural droit 
correspondant au point d’inoculation. La rate, d’ailleurs de taille A peu prés 
normale, ne contenait pas de parasites, non plus que le foie. 


Ainsi le virus leishmanien isolé du bouton expérimental 
de D... a produit chez la souris blanche exactement les mémes 
lésions que celles qu’on est accoutumé de voir apparailre a la 
suite de l’inoculation de Lezshmania tropica @origine naturelle. 
Fait assez remarquable, la virulence des cultures pour cet 
animal ne s’est pas intégralement maintenue au cours des pas- 
sages successifs in vitro. C’estainsi que 11 souris blanches males 
inoculées intra testem entre le 4 septembre 1924 et le 31 jan- 
vier 1925, avec des cultures des cinguante et uniéme, cinquante- 
deuxiéme, cinquante-quatriéme, cinquante-cinquiéme, cin- 
quante-sixiéme et cinquante-neuviéme repiquages n’ont montré 
aucun signe d’infection. 2 d’entre elles vivent encore, aprés 
quinze et quatorze mois. 


X 


INOCULATIONS AU CHIEN. Ch. Nicolle et Manceaux, puis 
A. Laveran ont bien établi la réceptivité du chien domestique 
a l’égard du bouton d’Orient. L’ingculation ou linsertion dans 


le derme de cultures ou de tissus parasités est suivie, a plus ou 


moins longue échéance, de la formation d’un nodule dur, qui 
peut s’ulcérer, se recouvrir de croutes et qui guérit généralement 
apres plusieurs mois d’évolution. 

Un premier essai de transmission de virus D. au chien, 


«. effectué suivant la technique de A. Laveran (inserlion de frag- 


oe 


* 


ments d’organes de souris infectée dans des incisions de la 
peau) échoua. 
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Chien n° 20. — Le 30 octobre 1922, trois petites incisions sont pratiquées au 
vaccinostyle sur la face externe de la cuisse droite, préalablement rasée 
et aseptisée, et autant sur la face externe de la cuisse gauche. On y intro- 
duit des fragments de rate, de foie et de testicule provenant d’une souris 
inoculée avec des cultures du sixitme repiquage et contenant de nombreuses 
Leishmania. Ces organes avaient été conservés a la glaciére pendant dix- 
sepl heures. Le chien meurt de misére physiologique le 21 novembre suivant. 
A lautopsie on ne trouve aucune trace de réaction locale; l’examen micro- 
scopique du foie et de la rate ne décéle point de parasites. 


Une nouvelle expérience fut tentée, en employant cette fois 
une technique plus sire. 


La souris I, inoculée le 3 novembre 1922, par la voie péritonéale, avec 
4 tubes de culture du quinziéme passage, est sacrifiée le 10 avril 1923. La 
tumeur scrotale, riche en Leishmania, dont elle est porteur, est prélevée et 
broyée dans quelques centimétres.cubes d’eau salée 49 p. 1.000. Le liquide de 
broyage est injeclé aussitét, ala seringue, dans le derme de la peau du front 
des chiens 4, 22, 52, 53 et 54, A la dose de 1/5 de cent. cube. 


Ces cing chiens réagissent & l'inoculation de facon identique: 
apparition rapide d’un nodule dermique plan, centré d’une ulcé- 
ration qui se creuse et grandit peu & peu jusqu’a atteindre 
15 millimétres de diamétre, se recouvre d’une crotite assez 
adhérente et guérit-au bout de un a trois mois suivant les cas. 
Ontrouve réguliérement des Leishmania assez nombreuses dans 
les frottis provenant des ulcérations. Les parasites sont, pour 
la plupart, ovoides ou légérement fusiformes et d’une taille un 


x 


peu supérieure & celle des Leishmania de la souris ou du 
bouton humain originel : 5 &6 » de longueur en moyenne au 
lieu de 3 & 5 uw. L’observation des chiens 53 et 54 donne une 
idée nette de la marche des lésions locales dans cette série 
d’inoculations positives. 


Chien n° 53. — Inoculé le 10 avgil 1923 dans la région frontale moyenne, 
sous une application de teinture diode, par injection intradermique de 
1/5 decent. cube de liquide de broyage de la tumeur scrotale de la souris I. 
Le 17 avril, au point d’inoculation, petit nodule dermique de la grosseur d'un 
grain de chénevis. Crottelle au centre, recouvrant une ulcération en cupule 
de 2 millimétres de diamétre. Présence de Leishmania assez nombreuses. Le 
24% avril, le nodule s’est étalé, aplati. Le 5 mai, l’'ulcération mesure 6 milli- 
métres, 8 millimétres le 23 mai. Le 5\ juin, la crotte est tombée sponta- 
nément, mettant a nu une ulcération ronde, en cratere, peu profonde et 
presque sans bords, saignante, de 12 millimétres de diamétre et reposant sur 
une base indurée de dimensions un peu supérieures. Dans son ensemble et 
par la consistance cartonnée de sa base, la lésion rappelle assez bien un. - 
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chancre syphilitique. La crotite se reforme ultérieurement. Le 28 juin, la 
cicatrisation commence; elle est complete a la fin de juillet 1923. 


Chien n° 34 (galeux). — Inoculé comme le précédent. Le 17 avril légére 
induration dermique au point d'inoculation. Crottelle centrale et ulcération 
sous-jacente de 3 millimétres de diamétre. Présence de Leishmania assez 
nombreuses. L’ulcération s’étend de jour en jour; elle mesure 6 millimétres 
le 24 avril, 8 millimétres le 5 mai, 12 millimétres le 23 et 15 millimétres le 
4 juin. A cette derniére date, elle offre aussi l’aspect d’un cratére arrondi, 
sans bords et peu profond, dissimulé par une pellicule crotleuse brunatre et 
reposant sur un disque d’infiltration de consistance cartonnée. Guérison le 
19 juillet 1928. 


Nous pouvons done appliquer au cas du chien domestique 
Vaffirmation déja formulée & propos des souris blanches, & 
savoir que linoculation du virus D. a déterminé chez cet 
animal des réactions locales, nodulaires et ulcératives, tout a 
a fait semblables & celles que différents expérimentateurs 
ont obtenues avec Leishmania tropica. 


Ainsi, qu’on considére la durée de l’incubation, l’évolution 
et aspect clinique du bouton expérimental ou qu’on envisage 
la nature du germe qui l’a produit et ses propriétés patho- 
génes, la méme conclusion s'impose; il y a identité spécifique 
entre Le‘shmania tropica (Wright) et le virus contenu dans le 
Jot de phlébotomes infectants inoculé & ’homme le 20 aoit 
1921; Phlebotomus papatasi est Vagent vecteur du parasite du 
bouton d’ Orient a Biskra.. . 

Cette derniére proposition, par laquelle nous terminions 
notre communication préliminaire & l Académie des Sciences, 
a donné matiére 4 quelques critiques. G. M. Wenyon (1) a fait 
remarquer, par exemple, que les papatast infectants ont pu se 
nourrir, 4 Biskra, sur un bouton d’Orient peu avant leur cap- 
ture, se gorger de virus et jouer en définitive le simple role 
d’agents mécaniques de transport. Des punaises, nourries, 
-expédiées, inoculéecs de méme, auraien! procuré semblable 
. résultat. L’expérience prouve seulement que le virus pout 


a er), Tropic: diseases Bull., 19, n°s 3 et 4, 1922, pp. 190 et 316. 
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survivre pendant trois jours dans l’organisme des phlébo- 
tomes. 

A la vérité, Wenyon reconnait qu’une telle contamination 
est « improbable ». Nous la considérons comme impossible. 
Durant Je temps que l'un de nous a séjourné a Biskra, en 
juillet, aotit et septembre 1921, et malgré d’atientives recher- 
ches opérées avec le concours des médecins civils ou militaires 
de la ville (1), aucun cas de bouton d’Orient en évolution n’a 
été conslaté dans la population civile, ni parmi le personnel de 
Hopital militaire ot les insectes étaient récoltés. Un certain 
nombre de personnes présentaient seulement les cicatrices de 
« clous » apparus pendant l’automne ou Vhiver précédents, 
mais complétement guéris. D'autre part, pour qui connait la 
situation isolée du fort Saint-Germain, ot |'Hdépital militaire est 
enclos, et pour qui sait les murs casaniéres et Ja faible por- 
tée du vol des phlébotomes, l’hypothése qu'un papatasi suspect 
soit venu, de loin, troubler la sincérité de l’expérience n'est pas 
plus admissible. Enfin, de nombreuses observations ont établi 
qu’a Biskra les boutons d’Orient sévissent a partir de la fin 
aout et guérissent au plus tard en juin [14]. Nous sommes ainsi 
fondés a écarter l’objeclion soulevée par G. M. Wenyon. 

J. A. Sinton, tout récemment (2), a mis en doute Videntité 
des phlébotomes utilisés. Se fondant sur les difficultés, parfois 
insurmontables, de la détermination spécifique des femelles de 
phlébotomes, surtout & l'état vif, el en particulier sur l’étroite 
ressemblance de Phil. papatasi 2 avec Phl. sergenti 9, cet 
auteur admet qu’une confusion a pu se produire. En d'autres 
termes, il n’est pas démontré que ce soit Ph/. papatasi, et non 
telle ou telle autre espece de phlébotome, qui ait donné le bou- 
ton d’Orient. Nous avons déja indiqué, au début de ce mémoire, 
combien la diagnose des insectes pris 4 Biskra avait été faci- 
litée par le fait que, dans cette localité, deux phlébotomes seule- 
mentexistent: PA/. papatasi et Phl. minutus var. africanus, tres 
visiblement différents l'un de l'autre et par la taille et par la 
teinte générale. Nous pouvons ajouter ici les précisions sui- 


(1) Nous renouvelons nos bien vifs remerciements A nos confréres, les 
docteurs Crespin, Certain et Sasrié, médecins-majors, pour leur aide obli- 
geante. 

(2) Ind. Journ. of medic. research., 12, n° 4, avril 1925, pp. 706-718. 
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vantes : & Biskra, tant de juillet & septembre 1921 que, plus 
tard, en mai-juin 1922, nous n’avons jamais vu un seul PA/. 
sergentt ou Phl. perniciosus parmi plusieurs milliers de phlé- 
botomes md/es capturés. Tous étaient soit des PAl. papatasi, 
soit des Ph/. minutus var. africanus. La confusion supposée par 
Sinton n’a donc pu avoir lieu et l’agent responsable du bouton 
d'Orient expérimental est, en toute certilude, l’insecte que 
nous avions soupconné dés le début de nos recherches, PAl. 
papatast (Scopoli). 

Certes, l’expérience posilive que nous avons réalisée laisse 
encore dans l’ombre maints détails de la transmission de la 
leishmaniose cutanée, dont nous ne méconnaissons pas |’impor- 
tance. Comment, entre autres, et sous quelle forme le parasile 
passe-t-il de l’héte invertébré & lhdte vertébré? Existe-t-il, en 
dehors de l’insecte, un réservoir de virus? Certaines espéces 
de phlébotomes, autres que papatasi, propagent-elles la der- 
matose dans les multiples fovers endémiques du monde? 
Mais on admettra sans doute que la partie majeure du pro- 
bléme complexe de I’étiologie du bottton d’Orient a été résolue 
en 1921. On sail maintenant ot trouver a coup sir le virus 
hors de ’homme; on connait quel insecte, parmi les nombreux 
piqueurs nocturnes et diurnes, l’héberge; on posséde le fil 
d’Ariane qui évite les tAtonnements. On peut encore, sur les 
données acquises, fonder la prophylaxie du bouton d Orient. 
Enfin, et par ailleurs, la démonstration de l'existence de 
Leishmania tropica chez un phlébotome fournit & !’étude de la 
transmission des autres maladies leishmaniennes, le kala-azar, 
par exemple, de précieuses indications. 
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AU SUJET DU SERO-DIAGNOSTIC DU CANCER. 
LES PHENOMENES DE REDUCTION 


par Cu. MONDAIN, R. DOURIS et J. BECK 


IMPORTANCE DU PROBLEME DU SERO-DIAGNOSTIC DU CANCER. 


Le cancer est encore a l’heure actuelle un mal mystérieux et 
si des guérisons et des améliorations intéressantes ont pu étre 
obtenues, ce nest qu’a la condition que le traitement ait pu 
étre effectué assez tot. D’ot l’intérét de dépister le cancer le 
plus lot possible. C’est pourquoi tant d’auteurs ont cherché a 
établir un procédé de diagnostic du cancer par des réactions 
chimiques physico-chimiques et sérologiques. 

Malgré le nombre considérable de travaux sur cette ques- 
tion, on peut dire qu’il n’existe pas encore de méthode qui 
puisse étre considérée comme un séro-diagnostic du cancer (1). 

Parmi le grand nombre de moyens proposés, trois réactions 
sont encore a |’étude et ne semblent pas avoir résolu le pro- 
bléme. Ce sont : 

La réaction de Botelho (2); 

La réaction de Fischer (3) ; 

La réaction de Thomas-Binetti (4). 

L’étude du mécanisme de cette derniére réaction fait l'objet 
du présent mémoire. 


Réaction DE THomas-Binettr. 


Nous rappelons bri¢vement le principe et la technique de 
cette réaction : 


(4) Gest dailleurs la méme opinion qu’exprimait récemment Lavepan. 


- Paris médical, n° 8, 1925, p. 185. 


(2) Dourts (R.). Guide pratique pour Vanalyse du sang. Vigot fréres, Paris, 
1925, p. 192. 

(3) Fiscazr(R). Les néoplasmes, 2, n* 3, 1925, p. 130. 

(4) Tuomas et Binerti. C. R. Soc. Biol., 4, 1922, p. 29. 
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Prixcipe. — Thomas et Binetti admeltent un pouvoir réduc- 
leur aux sérums normaux et cancéreux vis-a-vis du bleu de 
méthyléne en présence d’extrait de tumeurs cancéreuses. Des 
différences existeraient dans lintensité du pouvoir réducleur 
de ces sérums; les sérums cancéreux seraient ceux qui déco- 
loreraient le bleu de méthyléne le plus rapidement possible. 
D’ow possibilité de diagnostic en comparant le temps mis par 
un sérum cancéreux pour obtenir la décoloration du bleu de 
méthyléne avec celui mis par un sérum normal dans les mémes 


conditions. 


Réactirs Nécessaires. — La réaction nécessite : 

1° Un extrait néoplasique (1); 

2° Un sérum normal; 

3° Solution neutre du bleu de méthyléne de formule : 


Blew, de-meéthylene ecu.) oh des voted ee ater teres 1 gramme. 

GIVCERING. <7 he te Ae eth cc ay Pcie ae een se 1 cent. cube. 

Eau distiliée “cries pisilatemes ts tatya peed 300 cent. cubes. 
Tecunigus. — Huit petils tubes sont nécessaires. Dans les 


tubes numérotés de 1 & 4, on met des doses croissantes de 
sérum normal et des doses décroissantes d’extrait néopla- 


sique. 
SS a RE, 
NUMERO DU TUBE SE eee copleata vty 
NU) » néoplasique de méthyléne 
en gouttes en gouttes en ait bs 
Mise) ee TEE 5 20 4 
ins eer aaah eck Cane 10 15 4 
Dues wade ae orne Saee 15 10 4 
4 20 5 1 


Dans les tubes numérotés de 1’ a 4', on remplace le sérum 
normal par le sérum cancéreux a examiner bien privé d’héma- 
ties. La proportion des autres réactifs restant la méme que dans 
les tubes de la premiére série de 1 a 4. 


(1) Tuowas et Brvertt donnent d'une facgon trés sommaire la préparation de 
feur extrait néoplasique, sans mentionner les rapports entre les différents 
réactifs employés. Aussi pour ne pas conclure d’aprés des réactifs préparés 
par nous, nous avons travaillé avec les produits que l’on rencontre dans les 
trousses destinées 4 celle réaction. 


TE 
by, 


eee 
3 


SAE ie AEs oR int | ieee aatie, Smeal he Salat oe 
Sk he Ree 2 Sore a ee ee ies Lt 6 a ie 
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On note l’heure exacte de la mise en marche de Ja réactiou 
pour chaque tube et l’heure exacte de la vérification du phéno- 
méne de réduction. 

La réaction sera considérée comme positive lorsque la réduc- 
tion du sérum & examiner sera obtenue dans un temps moindre 
que celui nécessaire a la réduction du sérum normal. La 


différence des temps doit étre au moins dans le rapport de 5 
a 3. 


REDUCTION DU BLEU DE METHYLENE. — Les auteurs considérent 
le sérum cancéreux doué d'un pouvoir réducteur particulier 
mis en évidence par la décoloration du bleu de méthyléne. 
Nous étions curieux de savoir 4 quelle substance était due 
cette réduction attribuée par un des auteurs (1) aux lipoides et 
aux globulines. . 

Y a-t-il dans le sérum cancéreux une substance particuliére 
n’existant pas dans le sérum normal ou bien la différence entre 
les deux sérums est-elle due 4 la présence dans Je sérum can- 
céreux d’un excés d’un constituant normal? 

Nous avons done cherché parmi les substances de l’orga- 
nisme celles qui seraient susceptibles de réduire ou d’accélérer 
la réduction du bleu de méthyléne. Nous avons pu constater 
que le bleu de méthyléne, dont la décoloration est facile par le 
moyen classique & la poudre de zinc, estau contraire trés slable 
vis-a-vis du glucose (tableau n* J, II, II, V, VI, VII), de la 
bile, substances naturellement réductrices, ainsi que vis-a-vis 
de beaucoup d’autres substances, telles que urée, cholesté- 
rine, lécithine, séro-albumine, séro-globuline, sérum frais, 
liquide d’ascite, etc... La réduction constatée dans quelques 
cas a toujours été insignifiante et nullement comparable a 
celle qui se produit dans la réaction qui nous occupe.. 


R#DUCTION DU BLEU DE METHYLENE PAR LES SERUMS TROURLES. — 
-Au cours de plusieurs réactions faites dans le but de vérifier le 
mécanisme de cette teehnique, nous avons pu constater que 
les sérums troubles décoloraient plus ou moins dans le temps 
' - indiqué pour conclure (trente minutes & deux heures). Cette 


_ (1) Thomas. Vie médicale, n° 17, 1995, p. 836. 
2 . rr 30 
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décoloration s’effectuait méme en l’absence d’antigéne. C'est 
cette observation qui devait nous mettre sur la voie du méca- 
nisme intime de la réaction. 


Tasieau I. 
t ‘ f 2 £ 5 
°° = Bi stall etiog es 5 
=o = 5 = Poi are 
ws S eb Ae cS al heed ae = OBSERVATIONS 
Bis 5 5 a |e se alacsle Els a3 S 
oe = nm! See © o 
& g s 
I} Mme FI. | 24 h. Daltaee. sO a, 20h. Sérum peu trouble. 
Il » » 0} 20 7} 4 Pas Glucose seul, pas de 
de coloration. | décoloration. 
III} Mme B. | 10h. Bei 2p QO) 4 Pas Sérum frais, clair, 
de coloration. | normal. 
IV|Mm™ Gu.| 9j. | 10} 0 | 47] 4 30! Sérum cancéreux, trés 
trouble. 
V » » TO). 3-} 44) 4 30’ Méme sérum avec glu- 
cose, méme résultat. 
VI|M™e Go.| 3j. iB] 41740) 4 Pas Sérum cancéreux, trés 
de coloration. | peu trouble. 
VII » 6 jay p18 Se) LO a 24h. |Méme sérum plus agé. 
VIII » » sage era i, (22.14 Fe] 24h. |Méme sérum avec glu- 
cose, méme résultat. 
IX » Says tf ASal GeO Met ok 30! Sérum agé, trouble. 
X| Mz B. (ip 45 O 142), 4 45! Sérum normal agé, 
trouble. 
XI » 8 joe As Oe | A leet 30' Méme sérum, plus 4gé. § 
DEF Mae LA 8e5  AAS A OS hot 30! Sérum normal agé, 
trouble. 


Les chiffres indiquent des gouttes. 


Les sérums troubles en question étaient des sérums Agés, 
conservés au laboratoire sans précautions aseptiques. La déco- 
loration était d’autant plus rapide que le sérum était plus agé. 
(Tableau n° 1). Nous avons supposé que le trouble était di a des 
colonies microbiennes. Nous avons fail alors l’examen bactério- 
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logique qui nous a indiqué la présence de bacilles de la putré- 
faction. 

Il y avait done lieu de supposer Vintervention microbienne 
dans le phénoméne de décoloration dw bleu de méthyléne qui 
se produit dans les tubes de la réaction de Thomas-Binetti 
contenant de l’extrait néoplasique et des sérums non conta- 
minés. 


ETUDE BACTERIOLOGIQUE DE L’EXTRAIT NHOPLASIQUE. — L’extrait 
néoplasique de Thomas-Binetti se présente sous l’aspect d'un 
liquide jaunatre, légérement trouble, d'une odeur neltement 
putride. A l’examen microscopique, on trouve des bacilles et 
des spores. L'ensemencement dans |’eau peptonée donne aprés 
trois jours un trouble général et un voile assez épais. 

L’examen microscopique de la culture montre des bacilles 
dune longueur de 4-6 p. et d'une largeur de 05 a ft » accom- 
pagnés de spores. Ces microbes restent colorés par la 
méthode de Gram. On voit des formations en Y et des fila- 
ments pseudo-cladothriciens. Nous ne nous sommes pas préoc- 
copés de déterminer rigoureusement les espéces microbiennes 
en question au moyen de leurs caractéres biologiques. L’intérét 
pour nous était sealement d’établir la présence des microbes. 

L’extrait néoplasique de Thomas-Binetti est done un produit 
septique contenant des microbes virulents. Comment expliquer 
la présence de ces éléments dans une préparation soumise 4 la 
tyndallisation? } 

Nous avons pu constater que la culture de ces microbes isolés 
de l’extrait néoplasique, chauffée & quatre reprises & 50-60°, 
pendant une heure, n’était pas slérilisée et qu’a la température 
de 100° les spores n’étaient pas détruites. 

Dans les conditions indiquées par Thomas-Binetti pour la 
préparation de leur extrait néoplasique, on n’aboutit pas 4 un 
produit aseptique, ce que nous avons pu vérifier sur l’extrait 
fabriqué par les auteurs. 


<. -. ROLE DES MICROBES ISOLES DE L'EXTRAIT NKOPLASIQUE DANS LA 


"+ DECOLORATION DU BLEU DE M&THYLENE. — Nous avons done été 
* amenés a examiner la substitution de la culture a l’extrait néo- 
_plasique dans la technique de la réaction. 
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Les cultures employées étaient faites dans les milieux 
suivants : eau peptonée, bouillon ordinaire, bouillon-lac- 
tose-carbonate, bouillon-ascite, liquide d’ascile. Les colonies 
anaérobies se présentent dés Ja sixiéme heure. En présence de 
lair, il se produit un voile plus ou moins épais. 

Les cullures qui nous ont donné les meilleurs résultats sont 
celles obtenues & l’abri de l’air dans des ampoules scellées. 

Par exemple, une culture dans le liquide d’ascite, qui nous 
semblait le milieu le plus favorable, Aagée de huitjours, déco- 
lorait le bleu de méthyléne, en présence du sérum, en dix 
minutes au plus. 

Nous sommes ainsi arrivés & reproduire le phénoméne de 
décoloration du bleu de méthyléne dans les conditions de la 
réaction Thomas-Binelti, alors que les essais avec un grand 
nombre de produits chimiques réducteurs n’avaient pu nous 
donner le méme phénoméne. 

Le pouvoir réducteur microbien de l'extrait néoplasique est 
indiscntable Est-il dau microbe lui-méme ou a ses produits 
de sécrétion? Nos expériences & ce sujet au moyen de cultures 
filtrées semblent montrer que les produits de sécrétion ont 
également une part dans le phénoméne de réduction. Cepen- 
dant, la rapidité et Vintensité de la réduction est fonction du 
nombre des microbes ‘vivants. 


R&dUCTION DU BLEU DE M&THYLENE PAR LES MICROBES EN GENERAL. 


— Ceci concorde d’ailleurs avec les faits que nous avons trouvés" 


dans la littérature concernant la réduction du blen de méthy- 
léne par les microbes en général. 

Tous les auteurs attribuent la propriété de réduire le bleu de 
méthyléne a tous les microbes aérobies ou anaérobies. Les diver- 
gences n’existent que s'il s’agit d'attribuer ce pouvoir aux 
microbes eux-mémes ou _& leurs sécrétions, 

Pour Raulin (1), Cahen (2), Spina (3), Smith (4), Klett (5), 
Massen (6), Cathcart (7), la réduction du bleu de méthyléne est 

(1) Raunin. C. R. Acad. Scienc., 1888; 107, p. 445. 

(2) Caney. Zeitschr. f. Hyg., 1887; 2, p. 386. 

(3) Spina. Centr. f. Bakt., 1887; 1. Abt., 2, p. 71. 

(4) Suitu. Centr. 7. Bakt., 1896; 1. Abt., 49, p. 181. 

(5) Kurrr. Centr. f. Bakt., 1900; 1. Abt., 27, p. 393. 

(6) 
(7) 


Massen. Arb. an d. k. Gesundheitsamt, 1902; 18, p. 473. 
Catacart et Hann. Arch. f. Hyg., 1902; 44, p. 495. 
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due aux cellules baclériennes. Pour Rozsahegyi (1), Baginsky (2), 
Miiller (3), Wolff (4), la décoloration est due aux sécré- 
tions. Enfin, Carapelle (5), v. Liebermann (6), Gozony et 
Kramar (7), admettent a la fois l’activité du plasma bactérien 
et celle des sécrétions microbiennes. Nous avons indiqué plus 
haul que nos expériences nous rangent avec ces derniers auteurs. 


La REDUCTION DU BLEU DE METHYLENE AU POINT DE VUE CHIMIQUE. — 
Nous avons vu ‘que la décoloration du bleu de méthyléne par 
les bactéries est due principalement au phénoméne de la vie de 
ces cellules. Nous sommes donc amenés & envisager pour la 
décoloration du bleu de méthyléne, dans le cas qui nous occupe, 
un processus analogue 4 celui conslalé par Bach (8) dans la 
décoloration d’une solution aqueuse du bleu de méthyléne en 
présence de boues de platine et d’acide hypophosphorique. La 
décoloration du bleu de méthyléne suit pas @ pas l’oxydation 


de l’acide hypophosphorique : 


2H?PO? — 4HOH = 2H*PO3 + 2H?20 — H?. 


Quant & Vhydrogéne qui figure dans l’équalion, il se fixe 
dans la molécule du bleu de méthyléne pour donner la leuco- 
base correspondante, ce qui explique la décoloralion. 

L’hypothése qui consisle & considérer la décoloration du bleu 
de méthyléne de la méme facon semble logique. fu consom- 
mant l’oxygéne de l’eau, les bactéries libérent de lhydrogéne 
qui se fixe canealedinsioaeiit sur le bleu de méthyléne. I] s’agit 
donc ici d’une oxydation-réduction dont on connait aujourd hui 
de nombreux exemples. 


’ (1) Rozsangoyr. Centr. f. Bakt., 1887; 2, p. 418. 
(2) Bacinsky. Deutsche med. Wochenschr., 1888 ; n° 20, p. 392. 
. (3) Mutter. Cenér. f. Bakt., 1899; I. Abt., 26, p. 81. 
~ (4) Wourr. Centr. f. Bakt., 1900; I. Abt., 27, p. 849. 

(5) Carapeiyg. Centr. f. Bakt., 1908; I. Abt., 47, p. 545. 

(6) v- Lrepermann. Centr. 7. Bakt., 1909; I. Abt., 54, p. 440. 

» (1), Gozony et Kramar. Centr. f. Bake. 1993; I "Abt., 89, p. 193. 

Sr Bacs, d’apres: Gozony et Kramar. Centr. fe Bakt:, 1923; 1. Abt., 89, p. 193. 
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H’ S 3CH 
Sy ae ‘ae 6 ign 
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+ H® —> 
| \CH® 
Cl 


Bleu de méthyléne. Hydrogéne. 
CHS Ss | 
Sn — cong CoH? —NC 
CH \NH 


Leucobase. 


C’est bien & une réduction quest due la décoloration et non 
pas & une destruction du bleu de méthyléne qui pourrait résul- 
ter de la consommation du soufre de la molécule colorante par 
les bacléries. En effet, la décoloration s'effectue dans les tubes 
de bas en haut, une collerette bleue & la surface a tendance a se 
former dans les tubes el, en touscas, agitation a l’air des liquides 
décolorés leur redonne leur couleur primitive par oxydation de 
la leucobase (1). 


Rapripir— DE LA DECOLORATION DU BLEU DE MEIHYLENE DANS LA 
REACTION DE THomas-Binerti. — Si nous examinons la rapidité 
avec laquelle les tubes se décolorent dans la réaction Thomas- 
Binetti, nous observons que la décoloration commence dans le 
tube 1 et quelle gagne successivement les tubes 2, 3, 4. Si 
done un pouvoir réducteur, dans les conditions mémes de la 
réaction, devait étre attribué au sérum cancéreux, c'est par le 
tube 4, ot la proportion de sérum est maxima, que la décolo- 
ration devrait commencer. 

Or, les résultats publiés par M. Thomas (2) montrent que 
souvent la décoloration dans le tube 4 ne se produit pas. 

Si nous ajoutons que le sérum cancéreux, frais, en l’absence 
de Vextrait néoplasique, est incapable de décolorer le bleu de 
méthyléne et que l’extrait de Thomas-Binetti décolore Je bleu 
de méthyléne a lui tout seul, nous voyons que ce n’est pas au 


sérum cancéreux lui-méme qu il faut attribuer un pouvoir réduc- 
teur. 


(1) Notons en passant que Ja transformation in vitro de loxyhémoglobine 
en hémoglobine est due 4 une réduction par les formes wvégétatives de 
microbes, V. Liebermann a pu constater également, dans ce eas, que les 
produits de sécrétions de microbes interviennent pour une faible part dans 
le phénomene, mais que les spores sont sans effet. 

(2) Thomas (J.). La Vie médicale, 1925, n° 48, p. 908, 909. 
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CONCLUSIONS. 


I. La décoloration du bleu de méthyléne dans la réaction de 
Thomas-Binetti, proposé pour le séro-diagnostic du cancer, est 
due 4 une action microbienne. Les microbes nécessaires & la 
réduclion sont apportés par l’extrait néoplasique, lequel, tout 
de suite aprés la tyndallisation, ne contient que des spores ayant 
résisté, mais qui ne tardent pas a végéter dans ce milieu. 

II. Contrairement aux affirmations des auteurs, le sérum 
cancéreux n’a pas de pouvoir réducteur propre sur le bleu de 
méthyléne. La rapidité de la décoloration du bleu de méthyléne 
n'est jamais proportionnelle 4 la quantitéde sérum cancéreux, 
mais bien au contraire a la quantité de extrait néoplasique, 
c’est-a-dire au nombre des microbes. 

Ill. L’inexactitude de Vhypothése des auteurs est ainsi 
démontrée. Si les auteurs ont pu constater dans certains cas 
des différences entre les sérums normaux et les sérums cancé- 
reux, il faut admettre que, dans ces expériences, les sérums nor- 
maux avaient plus d’aptitude & s’opposer a la réduction du bleu 
de méthyléne par les microbes. 

Sans vouloir porter un jugement sur la valeur de la réaction, 
nous pouvons affirmer que l’interprétation donnée est mani- 
festement erronée. 


(Travail des taboratoires de Vhépital Léopold Bellan). 


nN 


REMARQUES 
SUR L’EMPLOI DES MILIEUX SYNTHETIQUES 


par Atsert BERTHELOT. 


Au cours de leurs importantes recherches sur le Bacille de 
Gessard, E. Aubel, puis Goris et Liot, ont étudié Vaction de ce 
germe sur la tyrosine. Ils ont abouti 4 des résultats tout a fait 
opposés, qu’il est d’ailleurs difficile de comparer, puisqu’ils ont 
été obtenus & Taide de techniques trés différentes. En effet, 
E. Aubel a constaté un bon développement du Bacille pyocya- 
nique, avec formation de pyocyanine, dans des solutions 
nutritives chimiquement définies, ou la tyrosine élait le seul 
aliment carboné et azoté (1), tandis que Goris et A. Liot ne sont 
arrivés qu’a un résultat négatif en ensemencant le méme germe 
sur un milieu préparé en solidifiant par la gélose une solution 
minérale, milieu qu’ils additionnaient, aprés stérilisation, d’une 
trés minime quantité de tyrosine stérilisée 4 part (2). 

Ayanteu le plaisir de m’entretenir de ces faits avec KH. Aubel, 
jai entrepris de les examiner de plus prés en tenant compte de 
ce que j’avais observé, depuis 1910, au cours de mes diverses 
recherches sur les milieux synthétiques & base d’acides ami- 
nés. Je pensais, en effet, que la divergence des résultats que 
Jessayais de m’expliquer était peut-étre due & l’emploi de 
tyrosines d’origines différentes. Cela me semblait d’autant 
plus probable que j’avais eu entre les mains, en 1913, une tyro- 
sine fort belle, d’une pureté satisfaisante aw point de vue 
chimique puisqu’elle ne renfermait que 3 p. 1.000 de 
substances étrangéres, et avec laquelle cependant je ne pouvais 
réussir 4 cultiver le Bacille aminophile. En cherchant les rai- 
sons de cette action empéchante, j’avais constaté qu'elle résul- 


(1) E. Auset, Recherches biochimiques sur la nutrition du Bacille pyo- 
cyanique. Thése Doclorat Sciences, Paris, 1921, p. 43. 


(2) Goris et Ltor. C. R. Acad. des Sc., 1921, 472, p. 1622; 1922, 474, p. 873 ; 


4923, 476, p. 191. — Lior, Culture du Bacille pyocyanique. Thé rn 
Pharmacie, Paris, 1922, p. 44. Dr ek ES ene 
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tait simplement de la présence de Ba, & l'état de traces qu'il 
m’a suffi d’éliminer pour restituer & la tyrosine la propriété 
d’étre assimilée et transformée par le germe acidaminoly- 
tique (4). 

Cette tyrosine, inutilisable en bactériologie, accusait pour- 
tant a analyse le méme titre que l’échantillon dont je me 
servais pour mes recherches ; seulement, dans ce dernier, ce 
n’étaient pas des traces de Ba qui souillaient l’acide aminé, 
mais bien des traces de Ca absolument inoffensives pour 
la bactérie que je désirais cultiver. Si les circonstances ne 
m’avaient pas amené a controler ce produit commercial avec 
un germe dont les propriétés biochimiques m’étaient bien con- 
nues et si, au contraire, je l’avais utilisé d’emblée pour 
déterminer les propriétés d’une bactérie non étudiée, au point 
de vue de son action sur la tyrosine, j’aurais pu, de trés bonne 
foi, conclure que cet acide aminé n’était pas altaqué par le 
microbe essayé. Par conséquent, il était bien naturel d’admettre 
_qu’une telle éventualité pouvait s’étre présentée dans des 
recherches de méme nature ayant donné um résultat négatif. 

Je me préparais done & répéter avec une seule tyrosine les 
essais de A. Aubel, et de Goris et Liot, quand des recher- 
ches que je venais de terminer sur un aulre sujet m’engagérent 
a entreprendre une expérience qui me démontra, qu’avec un 
méme échantillon d’acide aminé et en n’employant que les 
seuls milieux liquides, le fait de stériliser ensemble ou sépa- 
rément les constiluants de la solution nutritive ou d’effectuer 
le chauffage séparé de latyrosine dans des récipients en verres 
attaquables ou non, conduisait & des résultats absolument dis- 
cordants et tels que j’ai jugé inutile de commencer les recher- 
ches que j’avais projetées. Voici maintenant les conditions de 

' Vexpérience & laquelle je viens de faire allusion. 

L’eau distillée et les sels que j'ai utilisés ne renfermaient pas 
trace de composés ammoniacaux; le phosphate de potassium. 
était réellement le sel dipotassique et non un produit commer- 

cial queleonque. Quant 4 la tyrosine, je l’avais préparée en 
*. “partant des résidus de la préparation industrielle des peptones 
pancréaliques, puis soigneusement purifiée par des traitements 


a(t) Albert Berrustor et Me Ossart, Surla pureté des tyrosines commer- 
+ ciales. Bull. Soc. Chimie biologique, 3, n° 5, juin 1921. 
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a Vacide acétique, des dissolutions et des précipitations succes- 
sives, suivie de quatre recristallisations, en évitant soigneu- 
sement la présence de Ba, Cu, Hg, Ag et Pb. Elle titrait 99,7 
p. 100 et contenait des traces de composés calciques et sodi- 
ques; mais, par contre, en opérant sur des prises d’essai de 2 a 
4 grammes, il m’avait été impossible de déceler la moindre 
trace soit d'impuretés organiques sulfurées, soit de composés 
ammoniacaux. 

Avec ces éléments, j’ai tout d’abord préparé la solution sui- 
vante, sans m’inquiéler du précipité qui devait fatalement se 
produire : 


Baur distiilées, ¢).licter x tec ShC ko mS Chae yo eee 4.000 
POKER Go Reu hes BiG. 2. Ot. 5 eee ee ee 1 gr. 5 
SO* Me cristauise. 3.5.7 f. © 4) ce ee tee ees 0 gr. 75 


Je Vai répartie par 100 cent. cubes dans sept petits 
ballons de verre blanc ordinaire; dans l’un d’eux, j’ai ajouté 
0 gr. 15 de tyrosine. D’autre part, j'ai mis dans des tubes a 
essais en verre blanc ordinaire, en verre vert, en « resistance 
glas », en « Pyrex » et en quartz, de la tyrosine en sus- 
pension dans !’eau distillée, 4 raison de 10 cent. cubes d’eau et 
de 0 gr. 15 d’acide aminé par tube. J’ai bouché & l’ouate tous 
les récipients et stérilisé le tout trente minutes @ 120°, c’est-a- 
dire plus longtemps et a plus haute température que dans les 
conditions habiluelles. . 

Immédiatement aprés la stérilisation, j’ai introduit asepti- 
quement, dans cing des ballons ne contenant que de la solution 
minérale, la bouillie stérile d’un tube de chacune des sortes de 
verre. J’ai laissé refroidir tous les ballons; puis, je les ai portés 
a 37° vingt-quatre heures, afin de controler l’asepsie des 
divers milieux. ~ 

J’ai prélevé aseptiquement et conservé dans des tubes en 
Pyrex stériles quelques centimétres cubes des sept solutions 
qui présentaient la composition suivante: 

I. Solution minérale. 


II. Solution minérale + tyrosine chauffée dans la solution saline alcaline. 

III. Solution minérale + tyrosine chauffée en tube verre blanc dans leau 
distillée. 

IV. Solution minérale + tyrosine chauffée en tube verre vert dans l'eau 
distillée. 

V. Solution minérale + tyrosine chauffée en tube « resistance glas » dans . 
Veau distillée. 
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VI. Solution minérale + tyrosine chauffée en tube « Pyrex » dans l'eau dis- 
tillée. 
VII. Solution minérale + tyrosine chautfée en tube quartz dans l'eau distillée. 


Bien entendu, la tyrosine était partoul en grand excés, puis- 
que sa solubilité & froid dans (eau distilée est d’environ 1 pour 
2.000; il est bon d’ailleurs de ne pas perdre ce détail de vue, 
quand on prépare des milieux pour l'étude chimique des 
bactéries, et de se souvenir que les tyrosines plus solubles ren- 
ferment une proportion notable d’impuretés surtout prolidiques. 

J'ai ensemencé chaque milieu avec une anse d'une svspen- 
sion aqueuse de Bacille pyocyanique, préparée en délayant 
dans la solution de NaCl & 9 p. 1.000 des corps microbiens, 
agés de vingt-quatre heures, recueillis sur des tubes de gélose 
dépourvus d’eau de condensation. Tous les ballons ont alors 
été placés dans I’étuve a 37°. 

Trés rapidement le milieu chauffé & 120° avec la tyrosine 
donna une belle culture avec abondante production de pyocya- 
nine et de pigment vert fluorescent. Dans le ballon contenant 
la solution saline additionnée de tyrosine slérilisée séparément 
en tube de verre blanc, le Bacille pyocyanique se développa, 
bien moins vile que dans le premier cas, avec, cependant, appa- 
rition précoce de la fluorescence verte, mais formation tardive 
de pyocyanine. 

Avec le milieu additionné de tyrosine chauffée dans un tube 
de verre vert, le développement bactérien fut moins rapide que 
dans le cas précédent, mais il y eut encore formation de pig- 
ment fluorescent avec lente apparition de pigment bleu. Le 
ballon auquel avait été ajouté la tyrosine chauffée dans le tube 
de « resistance glas » a donné des résultals analogues & ceux 
fournis par le milieu « verre vert », mais Ja culture était sensi- 
blement moins riche, avec fluorescence verte tardive et moins 
de pyocyanine qui est apparue encore plus tard. 

La solution nutrilive obtenue avec la tyrosine chauffée pro- 
venant du tube en « Pyrex » n’a donné qu'une culture encore 
moins abondante avec fluorescence verte tardive, mais sans 

apparition de pyocyanine, méme aprés deux semaines de séjour 
a 37°. Enfio, pour le milieu dont la tyrosine avait été stérilisée 
+2 120° en tube de quartz, les résultats ont été les mémes que 
‘dans l’essai avec chauffage en tube de Pyrex : fluorescence, 
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mais pas de pyocyanine. Naturellement, dans le ballon ne ren- 
fermant que la solution minérale il n'y a pas eu développe- 
ment microbien. 

Par conséquent, lorsqu’on chauffe ensemble, & 120°, la tyro- 
sine et les constiluants minéraux du milieu, il y a formation | 
d'une substance qui favorise considérablement le développe- | 
ment du Bacille pyocyanique et surtout la formation de pyocya-_ 
nine. En outre, quand on stérilise, & 120°, dans eau distillée, — 
la tyrosine que l’on veut introduire dans la solution minérale | 
chauffée a part, on voit diminuer de plus en plus la proportion © 
de celte substance favorisante, & mesure que l'on emploie, pour 
effectuer la stérilisation de l’acide aminé, des tubes en verres | 
moins altaquables. Les produits alcalins, que ces verres— 
cédent a l'eau en proportion plus ou moins grande suivant leur | 
nature, ont donc également une action sur la tyrosine. | 

En raison des faits mis en évidence par Goris et Liot sur le | 
role de l'ammoniaque dans la formation de la pyocyanine, il | 
était locique d’admettre que Laction de la chaleur, des sels et | 
du verre déterminait la formation de traces variables de corps. 
ammoniacaux. J’ai vérifié qu’il en était bien ainsi et j’aurais pu, 
dans une cerlaine mesure, prévoir l’évolution des cultures aprés | 
avoir simplement examiné avec le réactif de Nessler les échan-_ 
tillons des divers milieux prélevés avant l’ensemencement. En 
effet, 4 part la solution minérale, tous réagissaient faiblement, 
mais alors que le milieu du ballon II donnait une réaction assez 
accusée, avec le ballon III (tyrosine verre blanc) la teinte carac- 
téristique était beaucoup plus faible. Celle-ci était plus atlé- 
nuée pour le ballon IV (tyrosine verre vert) et encore plus. 
légére avec le ballon V (tyrosine resistance glas). Enfin, pour les 
prises d’essai des ballons VI et VII (tyrosines Pyrex et quartz), la 
réaction étart extrémement faible, & la limite de la sensibilité du 
réactif. 

D'autre part, pour contréler a la fois l’influence du chauffage 
& 120° et la pureté de la tyrosine, j’ai introduit dans un flacon 
de Pyrex 100 cent. cubes d'eau distillée — vérifiée exempte 
d’ammoniaque —, puis j’y ai ajouté 1 gr. 50 de tyrosine. J'ai 
obturé l’ouverture de ce flacon avec un bouchon de li¢ge neuf 
recouvert de papier d’étain et je l’ai soumis pendant une heure 
a une forte agitation a l’aide d’un appareil A secousses. J’ai 
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centrifugé et examiné le liquide clair; malgré ]’emploi d'une 
proportion de tyrosine dix fois plus forte que dans mes milieux, 
je n’ai pu déceler trace de composés ammoniacaux. 

Dans les intéressantes recherches de E. Aubel et de Goris et 
Liot, la divergence des résultats ne provient donc pas seule- 
ment de différences dans la nature et |’état des milieux, mais 
aussi de l’intervention d’autres facteurs. Ces derniers ont du reste 
influencé diversement les deux groupes d’essais puisque ceux-ci 
ont élé effectués avec des techniques dissemblables, dans des 
conditions de stérilisation différentes et fort probablement avec 
des récipients de verres qui n’avaient pas la méme composition. 

L’influence des deux causes d’erreur que je viens d’indiquer 
étant suffisante pour modifier les résultats obtenus avec une 
méme tyrosine, il était inutile de chercher davantage 4 expli- 

quer l’opposition de fails établis par deux séries d’expériences 
ayant vraisemblablement porté sur deux échantillons diffé- 
rents de tyrosine. Aussi ai-je arrélé ]a mes essais qui ue por- 
taient en somme que sur un point dont l’intérét apparait bien 
secondaire & coté de limportance des multiples données que 
les travaux de E. Aubel, de Goris et Liot et ceux plus récents 
de Supniewski (1) nous ont apportées sur les propriétés. bio- 
chimiques du Bacille de Gessard. 

Cerles, les faits que je viens de signaler ne valent que pour 
les conditions dans lesquelles je me suis placé, les produils, les 
verres et la race de Bacille pyocyanique que j’ai employés, 
mais cependant il m’a semblé utile de les exposer en délail 
et de les commenter, ne serait-ce que pour donner aux débu- 
tants un nouvel exemplé des modifications que de minimes 
influences physiques ou chimiques peuvent apporler aux pro- 
priétés des milieux chimiquement définis et montrer une fois 
de plus quelles minutieuses précautions sont indispensables 

‘quand on veut étudier, al’aide de ces mémes milieux synthéti- 
ques, certaines propriétés biochimiques de bactéries. 

En 1913, j’ai-déja recommandé de toujours stériliser @ part 
les glucides que l’on désire incorporer & une solution nutri- 
‘tive pour examiner le pouvoir saccharolylique des microbes’, 
depuis, je me suis rendu compte que cetle précaution était 


_ (1) J. Supnrewski. Biochemische Zeitschrift, 146, 1924, p. 522; 154, p. 90 et 98. 
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nécessaire avec nombre d’amino-acides, d’amines, d’amides et 
de sels alcalins ou alcalino terreux de certains acides organi- 
ques, mais si je stérilisais par filtration sur bougie mes solutions 
concentrées d’arginine par exemple, Je n’hésitais pas 4 intro- 
duire directement dans les milieux, que je stérilisais 4 115°, des 
acides aminés tels que la tyrosine. J'avoue que jusqu’ici je ne 
croyais pas la tyrosine pure si sensible & action combinée de 
la chaleur et d'une trés faible alealinité (pH = 8,5). 

Pendant longtemps, quand on avait purifié & fond tous les 
éléments qui devaient étre introduits dans une solution nutri- 
tive, quand on avait soigneusemen! ajusté la réaction de celle-ci 
et que, par filtration ou par chauffage modéré, on avait stéri- 
lisé séparément les constituants répulés les plus fragiles de 
cette méme solution, on croyait s’étre mis & l’abri de toutes les 
causes possibles d’erreur. Nous venous de-voir que l’on se trom- 
pait et qu'il est important, si l’on ne veut pas rendre inutiles 
toutes les précautions prises, de choisir convenablement le 
verre des récipients dans lesquels on veut stériliser par la cha- 
leur un milieu synthétique ou certains de ses éléments séparés. 
J'ai pris pour mon expérience les verres que j’avais sous la 
main, mais on trouve dans le commerce bien des marques de 
verres tres siliceux, trés résistants au point de vue chimique, 
parmi lesquels on pourra fixer son choix par quelques essais 
préalables, sans négliger les considérations de prix qui ont 
maintenant tant d’importance. 

On admettait généralement que l utilisation des milieux 
synthétiques ne présentait guére de difficultés, mais les pro- 
grés de la physico-chimie, de la chimie biologique et de la phy- 
siologie des bactéries en ont fait apparaitre. On ne saurait trop 
les rechercher et les-faire connaitre. Si, dans de nombreux cas, 
iln’y a pas lieu de s’inquiéter des causes d’erreur sur tesquelles 
je viens d’insister, dans beaucoup d’autres on devra absolument 
les éviter, en particulier quand on voudra préciser certaines 
propriétés d’une espéce microbienne. 

En terminant cetle note je tiens & rendre un hommage recon- 
naissant & la mémoire de C. Gessard qui, depuis 1904, m’a si 
souvent guidé de ses bienyeillants conseils. C'est a l’obligeance 


de ce regretté savant que je dois la souche de Bacille pyocya- 


nique avec laquelle j’ai effectué mes essais. 


NOTE SUR LES CARACTERES D’'UN MICRO-ORGANISME, 
APPARTENANT AU GROUPE DES SALMONELLA, 
PROVENANT DE RATS ET DE COBAYES 
ATTEINTS D'UNE MALADIE EPIZOOTIQUE 


par |. GHEORGIU. 


(Laboratoire de baetériologie. Lister Institute, Londres.) 


\ 


Dans une note antérieure (1) j'ai décrit quelques caractéres 
@un microbe isolé des rats et des cobayes morts pendant une 
épizootie qui sévissait parmi Jes petits animaux du Laboratoire 
de Bactériologie et d’Hygiéne 4 Strabourg en 1924. A cause de 
certaines difficultés rencontrées au cours de mes premiéres 
recherches, je n’ai pas pu déterminer avec exactitude les réac- 
lions sérologiques de ce bacille. Cependant, ces réactions bio- 
chimiques m’ont conduit a la conclusion que ce microbe n’avait 
aucun rapport avec les Salmonelle. Or, a la lumiére d’une 
étude approfondie de ce micro-organisme poursuivie dernié- 
rementau Lister Institule, a Londres, cette conclusion se trouve 
infirmée. 


REACTIONS SEROLOGIQUES. 


Pour les réactions agglutinantes, je me suis servi, ou bien des 
cultures sur gélose agées de douze heures, ou bien des cultures 
en bouillon de dix-huit heures. Les anti-sérums nécessaires et 
les cultures types du groupe Salmonell ont été mis & ma dis- 
position par M. Bruce White, que je liens a remercier particu- 
litrement de sa grande obligeance. 

-Pour compléter celte étude, j’ai préparé avec un lapin et un 
cobaye deux sérums contre le bacille « X ». Tous deux ont 


- atteint le litre de 9.000 pour le bacille homologue. Le tableau 


ae 


~ n° IIE résume les réactions d’agglutination obtenues avec ce 


a i (1) Ges Annales, 39, p. 742. 
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sérum anti « X » et les cultures types du groupe Salmonella, 
avant et aprés absorption pour les souches dont il s’agit. 


TasLeau I. — Réactions d'aggiutination 
avec les anti-sérums types et le bacille « X ». 


RR RS TES oy SNR SE RSIS SS SPER TLS IEDS ENSESET SEMESTERS SRT 


SOUCHE TITRE J 
TITRE POUR LE BACILLE « X » 
ANTI-SERUM employée pour la production 
: homologue 
d’anti-sérum Gélose Bouillon 
Enleritidis . . . « Brighton ». { : 20.000 }1 : 500 1 : 20.600 
Enteritidis. . . « Ratin ». 1: 50.000 }4 : 600 Did + 20.000 
Derby pice eae « Derby pie ». 4: 40.000 |4 : 1.000) >4 : 20.000 
Typhosus. .. . « Todd ». 1: 20.000 ]1 : 1.000 4: 4.000 
ROpCYB On aes « Hadfield ». 4: 50.0001: 500 1: 500 
Aerlryche. . . . « Glasgow ». 1: 20.000 |1 : 400 4: 400 
Newport... . « Shrewsbury ». 1: 10.000 _ <i 4i00 
Reading .... « Nicholls ». 4: 10.000 — < 4 3400 
Aborlus equi. .|}« Avortement cheval ».]4 : 40.000 — Aidog 
Suipestifer. . . « Plymouth ». 1: 20.000 _ ot uehOn 


Tasurau Il. — Titre des aati-sérams 
pour les micro-organismes aprés absorption avec le hacille « X ». 


SOUCHE TITRE 
Batevittass « Brre DOM i. ion cipher ot ep ee < 200 
*Entenvitdis Rates. G49 GSR es PA ee 200 (Tr.) 
Derbys Derby pl Cerise, 2 cementless ne > 20.000 
Ty pROSUS: « LOO Meas | tees ha ee eee ath 20.000 
AertryckerciGlasgOws is ets teal 2 ke eee 20.000 

| SPS DES EEE RELL ES TIE IS STOLE SE ST IETS IS EE TT BETTI CIT SE ST ER NIT ERS AR EER I STE. 
Tasteau II]. — Action du sérum anti « X » sur le bacille « X » 


4 une dilution au centiéme, aprés avoir été absorbé par : 
a 


SOUCHE TITRE 


OG ONTSTIVE Soe) ann tea) ee eae 1: 9.000 

Enteritidis « Brighton ». . .. . 4:4.000 F Nil. 
Enteritidis « Ratim». ...... 1:1,000 F Trace. 
DerbycDerby pie 9. F. Geie A E000: +++ 
Ty phosis wa LOdd yooh be". a ei. 1: 400 f +4- 
Aertrycke « Glasgow» ..... 4: 500 f +-+4- 


F, grands flocules; /, petits flocules. 
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Des faits rapportés ci-dessus, il résulte que le bacille « X » est 
capable d’absorber toutes les agglutinines présentes dans un 
sérum anti-Enteritidis Gartner, mais qu'il ne change en rien le 
titre homologue des sérums préparés contre les autres Sal- 
monelle. Inversement, les souches de B. Enteritidis Gartner 
épuisent entiérement le sérum anti « X » de ses agglutinines 
tandis que les autres Salmonelle n’en sont pas capables. 

Finalement, j’ai pratiqué la réaction de fixation avec le sérum 
anti « X » et les résultats obtenus sont paralléles & ceux fournis 
par les réactions d’agglutination et d’absorption. Voici les 
résultats (Tableau IV). 


ANTIGENE RESULTAT 


Organisme « X » 
Enteritidis « Brighton » 
Enteritidis « Ratin » 
Typhosus « Todd » 
Derby « Derby pie » 
Aertrycke « Glasgow » 


++-4, hémolyse compléte, pas de fixation; ——-+, fixation partielle; —}|-+, fixation 
| partielle; ———, fixation compléte. 


La conclusion s’impose donc que le microbe — que je croyais 
d’abord n’avoir aucun rapport avec les Salmonella — appar- 
tient en réalité au groupe Enteritidis des Salmonelle. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A VINSTITUT PASTEUR EN 1925 


par JULES VIALA, Préparateur du Service antirabique. 


Pendant l’année 1925, 782 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique 4 l'Institut Pasteur de Paris’: aucune mort 
n’a été signalée. 

La statistique s’établit donc ainsi : 


Persoenes. rallteese. .. + rs o) ee me 7182 
Mortisl Aseietiveae eb baie oie a. ee 0 
Mortahitésp:.100sete =. tor <n ee 0 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des 
vaccinations depuis l’origine : 


: PERSONNES MORTALITE 
ANNEE sails MORTS 
p- 100 


PERSONNES MORTALITH § 
: MORTS we 
traitées 


ANNEE : 
traitées p- 100 


1886 2.674 25 1906 112 A 0,43 
1887 2.770 14 4907 186 3 0,38 
1888 1.622 9 4908 | 524 A 0,19 
1889 1.830 7 4909 461 4 0,24 
1890 1.540 5 1940 404 0 0,00 
1891 1.559 4 1914 344 4 0,29 
1892 1.790 4 0 1942 395 0 0,00 
1893 1.648 6 0 1913 330 0 0,00 
1894 1.387 7 0,5 1914 373 0 0,00 
1895 1.520 5 0,3 1915 654 1 0.45 
1896 4.308 4 0,30 1916 1.388 3 0,24 
1897 1.529 6 0,39 1917 4.543 4 0,26 
1898 1.465 3 0,20 1918 1.803 3 0,16 
1899 1.614 4 0,25 1919 1.813 3 0,16 
4900 1.420 4 0,28 1920 4.126 6 0,53 
1904 1.324 8 0,38 1924 998 4 0,40 
1902 1.005 2 0,18 1922 134 0 0,00 
1903 628 2 0,32 1923 7127 0 0,00 
1904 755 3 0,39 1924 164 4 0,44 
1905 724 3 0,41 1925 782 0 0,00 
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Les personnes traitées 4 l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories. 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par lui ou inoculés avec son bulbe. 

Catégorne B. — La rage de l’animal mordeur a été constalée 
par examen vétérinaire. 

Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-aprés la répartilion entre ces catégories des 
personnes traitées en 1925: 


MORSURES MORSURES MORSURES 


TOTAUX 
a la téte f{ aux mains aux membres 


Mortalité p. 100 
Mortalité p. 100 


S 
S 
— 
a 
oO 
~ 
cae 
S 
ow 
= 
mM 
6 
= 
mm 
oe 


Catégorie A. . 
Catégorie B. . 
Catégorie C. . 


o | o = oS | soriains p- 100 


Les personnes se répartissent de la facon suivante, d’aprés 
le territoire sur Jequel elles ont été mordues : 


PRANCC Ain.) tee ara os clearer 157 
Allemagne (armée du Rhin)...:... 16 
LDye\ | LOT BING ns, eel ask COINS SSE CINE ic 2 
Bologneée ts: 551O0e BL-Gn. Moe 2 
ROMS BUC segs oe aa Gepe Ady <page sar hey “ays 2 
SHUN COVES ar Bat Te eacutepce ye en cenanouec 3 


\ 
: . mepareime par départements des 752 personnes traitees 
i mordues en France. 
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Charente yi) tise. $726". 3 2. {; FMarne:(Haute-) =Grnikts9 2% 4 
Chere erie ay es eens 8 2. Maine-ét- Loire = (541.4 ae 1 
GOLEB ARs eek G! & owes - eves AT Meurthe-et-Moselle. ...... 4 
GCOteePor = ey Lae cele Sk] MOLDInan eeop ica esti cos Mae | 
Goétebsdu-Nord i: .deeara ia 40 Niévre Wisi sina et BaD 9 
WRGURe kc jes ewes 1a), -OIBC. oa ees Sad es a 43 
Dies cies ek cer ane ers oe Sil WB) oO sun, SA WIG dha oer 6 
HOROWIOS Slee oe ae cee eee ore o* | Pas-de-Galais—. 2) cova ae 2 
Bure. 2. TRS FUR reeks oe 6°} “Puy-de-Diomesarje ae eee. | 
Bure-et-Loir <i, So... 5 See 5 | Pyrénées (Orientales). .... . 3 
BEMISLOLGrs. oe okt er ee T3t] RONG accor «s:_ki key ee ee 4 
Ol ET ee ae 2 SiN eos sans. 30 ose 299 
[le-6t-Vilames 2 oso a tenn Of Selre-CUMarNe as. sn Te 7 
Tide. Pah Eat CI a PA ee 3. | ‘Seine+et-Oiseas'+} | ee iorn irae 108 
IndreseteLoimeanaeeeee so eke 6 Seine-Inférieure ........ 22 
|b ect erener rer aN EMR Sete PER ToT Sevies(Dewrey ry. se 2 
Loirset-Cher™. °.7 ee ee Gel|FSommes aiieHAM 1) a. 2 5 
Loire-Inférieure......... hier) Rend Ee Re OL GSE es, aaa 5 
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Manche. Jeet peor: B I MVOSgess. Ue 38. a. Tsar 3 
Marie’ ws. 5.5. epee oe Bie VOU OME. Aiea eh Pee 7 


Depuis 1912, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine des moelles atténuées, introduite dans 
la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine 4 30° B’, 
neutre. 

On stérilise 4 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées dans 
un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de Pasteur. 

Dans chaque flacon contenant la glycérine on peut mettre 
plusieurs fragments de moelle dont la longueur totale peut 

alteindre 5 centimétres. 

_ On conserve ces flacens a la glaciére aux environs de-+ 4°. 

Pour éviter l’infection de la moelle chez les lapins paralysés 
et agonisants, on place ces derniers 4 méme dans la glace. 

Sitét qu’ils sont morts, on extrait la moelle par la méthode 
d’Oshida, au moyen d’un mandrin métallique nickelé stérile (1). 


On n’utilise, pour la vaccination des personnes mordues, que — 


des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine, 


(1) Ces mandrins (modéle de Jules Viala) sont construits par la fabrique . | 


dinstruments de chirurgie Collin, rue de l'Ecole-de-Médecine, a Paris. 
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lexpérience ayant montré que le degré d’atténuation de chaque 


moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. 


Nous reproduisons ci-aprés, parce qu’il nous a été demandé 
de divers cétés, le schéma des traitements suivis par les mordus, 
suivantila gravité de leurs morsures. 


Injections antirabiques. 


MCT OUI cay tony Beep mnt oss Moelle de 5 jours 

Be See ai hires apa wee — 5 = 

SOU Pate et eee cee eos _ 4 — 

BO meee ah aa i, Sew nd Je — 4 — 

DO a eens ela gh. ar peal SS acs — 3 0 

CORES herediinme st cite dates —- 3— 3 cent. cubes 
1A Rie oS et ewe in at — 4 — : 

ROP ak rer te ay Gb _ 3 — Morsures 
De Biri Nrs: wig Ga Sas tented Mie ta - 2 

40¢e Fs Pea et cee a = 4 — légéres. 
1G pe Se ee eee aT — 3 — 

De ar Masts ta eetae velg eMac — 2 — 

Re Be het eee its! ea te Wen aot be _ 3 — 

DEO ent ets tis, tas Gee — 3 — 

MS Ome ert SR ahs, We Sabre eat Se? —- 2 
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NSC VS oran er eet, ma multiples. 
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CN Datta | iia: Ae a Ney ra Y Morsures 
ae — BESS Souesrcrat Sas graves. 
i ee , pers] 3 cent. cubes 
a8 ne ete see ee. ar bal chet 
5 ea ee nm a oe Bees 


Le Gérant : G. Masson. 


Ds MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette, Paris. — 1926. 
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